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Abreviaturas
A
Ap
Apt
C
CAT
Cm
Cmt
cois
cpm
Da
DNA
downstream
dsDNA
EDTA
Em
Emt
G
h
IPTG
Kb
kDa
Km
Kmt
M
mm
mM
mRNA
nm
n0-mer
nt
adenosiria
ampicilina
resistencia a Ap
citidina
cloramfenicol acetil transferasa
cloramfenicol
resistencia cloramfenicol
colaboradores
cuentas por minuto
daltons
ácido desoxirribonucleico
cadena abajo
DNA de doble cadena
N,N,N - ,N -etilendiamino tetraacetato disódico
ertromicina
resistencia a Em
guanosina
hora
isopropil-fl-D-galactopiranosido
kilobases
kilodaltons
kanamicin a
resistencia a kanamicina
molar
minuto
milimolar
RNA mensajero
nanometros
oligonucleótido de longitud n
nucleótidos
Abreviaturas
ORF cuadro de lectura abierto
NTP ribonucleósido 5 -trifosfato
pb pares de bases
PEG polietilenglicol
PIPES ácido 1 ,4-piperazin dietanosulfónico
pnmer cebador
Rif rifampicina
RNA ácido ribonucleico
rpm revoluciones por minuto
s segundo
SDS dodecil sulfato sódico
ssDNA DNA de cadena sencilla
T timidina
Tc tetraciclina
Tct resistencia a tetraciclina
TE Tris 10 mM:EDTA 1 mM
TEMED N,N,N ,N -tetrametiletilen-diamina
Tris trihidroximetil-amino-metano
t-RNA RNA de tranferencia
U unidades
X-gal 5-bromo-4-cloro-3-indolil-fi-galactósido
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Introducción 1
IMPORTANCIA DEL METABOLISMO DEL CITRATO ENLA INDUSTRIA LACTEA
Las bacterias ácido-lácticas implicadas en las fermentaciones alimentarias tienen una
capacidad limitada para metabolizar substratos contenidos en el alimento. La principal
actividad de las bacterias ácido-lácticas es metabolizar los azucares presentes en los alimentos
para dar lugar al producto final, el ácido láctico. Las bacterias lácticas también son capaces
de fermentar metabolitos que no son carbohidratos, tales como el citrato. Este compuesto está
presente en muchos substratos utilizados en las fermentaciones alimentarias tales como las
frutas, los vegetales y la leche, y también se usa como aditivo alimentario para la producción
de embutidos. El citrato sólo puede ser fermentado por un número limitado de bacterias
lácticas dando lugar a la formación de productos inusuales tales como el diacetilo, acetoina,
butanediol y acetaldehido.
La producción del compuesto aromático diacetilo por los microorganismos que
integran los cultivos iniciadores influye de una manera determinante en las cualidades
organolepticas del producto fermentado. Dicho efecto es beneficioso en la obtención de
productos lácteos tales como la mantequilla, la nata, el requesón y varios tipos de quesos
frescos. Sin embargo, el diacetilo provoca un detrimento en la calidad de productos
fermentados tales como la cerveza y el vino.
Además de la formación de compuestos aromáticos como el diacetilo, durante el
metabolismo del citrato también se produce dióxido de carbono. La liberación de este
compuesto volatil juega un papel fundamental durante la producción de determinados quesos
semiduros, ya que es responsable de la formación de los “ojos” que dan lugar a la textura
típica de dichos quesos.
Por las razones que se acaban de exponer existe la necesidad de controlar la
producción de diacetilo en la industria alimentaria en general. Este objetivo se alcanzará
cuando se posea un amplio conocimiento de los mecanismos utilizados por las bacterias
lácticas para fermentar el citrato y que conducen a la formacion de diacetilo.
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ESTUDIOS SOBRE EL METABOLISMO DEL CITRATO EN LAS
FERMENTACIONES LACTICAS
La mayoría del conocimiento existente sobre las rutas metabólicas implicadas en la
utilización del citrato ha sido obtenido del estudio de las bacterias lácticas. Las productoras
de aroma, que pertenecen al género Leuconostoc o al género Streptococcus y poseen la
capacidad de utilizar el citrato como fuente de carbono (Mizuno y Jezeski, 1959).
Las investigaciones sobre el metabolismo del citrato se iniciaron hace
aproximadamente 50 años cuando Matuzewski y cols. (1936), describieron un
microorganismo, al que denominaron S. diacetylactis. Este microorganismo producía dioxido
de carbono y diacetilo, característica que lediferenciaba de Streptococcus lactis, previamente
descrito por Orla-Jensen (1926). Posteriormente, van Beynum y Pette (1939) describieron una
estirpe de estreptococo que poseía la capacidad de fermentar el ácido cítrico, motivo por el
cual lo denominaron S. citrophllus. Swartling (1951) examinó las características bioquimicas
y de crecimiento de estreptococos, con capacidad para fermentar el ácido cítrico, aislados de
cultivos iniciadores o “starters” en Suecia. Este autor comparé estas bacterias con otros
estreptococos previamente denominados S. di.acetylactis, S. diacetyl aromaticus, S.
aromaticus y S. ci.trophilus, llegando a la conclusión de que se trataba de un mismo
microorganismo.
Desde entonces el microorganismo se clasificó como S. diacetylactis y posteriormente
se reclasificó como una subespecie de 8. lactis denominandose S. lactis np. diacetylactis.
En la actualidad este microorganismo ha sido nuevamente reclasificado como parte de la
especie Lactococcus Lactis, siendo su nombre completo Lactococcus ladtis ssp. lactis Novar
diacetyl.actis. Esta cepa será referida como L. lactis biovar di.acetylactis en el resto de este
texto por simplicidad.
Harvey y Collins (1962) demostraron que L. lactis es incapaz de transportar citrato
por carecer de la capacidad para transportar dicho compuesto al citoplasma celular y por no
poseer actividad citritasa (el primer enzima de la ruta metabólica del citrato), ambas
actvidades están presentes en L. laciA biovar diacetylactis.
La estabilidad de la capacidad para fermentar citrato que posee L. ladis biovar
diacetylactis ha sido objeto de varios estudios. Swartling (1950), observó que nueve de
perdían la capacidad de fermentar citrato por subcultivo en el transcurso del estudio.
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Asimismo, Zieiíuska y Hiscox (1954) describieron que la capacidad para fermentar citrato en
estreptococos aislados de quesos tipo Cheddar puede adquirirse o perderse por subcultivo
constante. Harvey y Collins (1962) estudiaron 5 cepas de L. ladtis biovar diacetylactis
mutantes incapaces de formar acetoina y CO2 a partir de citrato. Estos autores mostraron que
estas cepas no son capaces de transportar citrato al interior de la célula pero retienen la
actividad citritasa. Posteriormente, Kemplery Mckay (1979) mostraron que la capacidad para
transportar citrato en L. ladis estaba asociada a la presencia de un plásmido Cit~. En
consecuencia sugirieron que la pérdida de este plásmido por la bacteria conduciría a su
incapacidad para incorporar citrato, y por tanto sería la base molecular de la inestabilidad del
proceso de utilización de citrato observada por varios autores.
Por otra parte, Starrenburg y cols. (1991) han propuesto que la pérdida aparente de
la capacidad para utilizar citrato es debida a condiciones ambientales desfavorables mas que
a alteraciones en el genotipo. Sin embargo, Smith y cols. (1992) han señalado recientemente,
y contrariamente a la opinión general, que la capacidad para utilizar citrato es muy estable,
ya que el plásmido que codifica para la citrato permeasa es estable después de dos semanas
de cultivo continuo en ausencia de citrato, siendo capaz de conferir la capacidad para
transportar citrato después de dicho tiempo.
Una gran parte del conocimiento actual sobre el metabolismo del citrato se debe a las
investigaciones realizadas por Collins y cols. (Kempler y Mckay, 1981) en el sistema de
Lactococcus lactis biovar diacetylactis. Actualmente se acepta que la conversión de citrato
en las bacterias lácticas que utilizan este compuesto sigue la ruta metabólica representada en
laFig. 1.
La primera proteína implicada en la utilización del citrato es la citrato permeasa. Esta
proteína transporta el citrato desde el exterior al citoplasma celular y su presencia es esencial,
ya que su ausencia impide el metabolismo del citrato aunque esten presentes el resto de
proteínas implicadas en esta ruta metabólica. Los conocimientos actuales sobre este tipo de
proteína transportadora aparecen recogidos mas adelante en otro apanado de la introducción.
Una vez dentro de la célula el citrato es convertido a oxalacetato y acetato por el
enzima citrato liasa, previamente denominadacitritasa (Fig. 1). Este enzima sólo se encuentra
en estirpes capaces de utilizar el citrato como fuente de carbono (Gasson y cols., 1987). En
estirpes de Lactococcus y Leuconostoc el oxalacetato es decarboxilado a piruvato. Esta
reacción es esencial para la adquisición de la textura característica en algunos quesos
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semiduros, puesto que el dióxido de carbono liberado en esta reacción es el responsable de
la formación de los “ojos” típicos de estos productos lácteos. Esta enzima también está
presente en estirpes incapaces de utilizar el citrato, pero a mucho menor nivel que en estirpes
utilizadoras (Hugenholtz, 1993). La oxalacetato decarboxilasa ha sido purificada a partir de
estirpes de L. lactis que utilizan el citrato (Hugenholtz, 1993) y posee una estructura similar
al enzima detectado en Salmonella typhimurium (Rosenberger, R., 1966).
En el género Laciobacillus existen al menos dos mecanismos de utilización del citrato.
Lactobacillus pentosus utiliza parte del ciclo del ácido cítrico para reducir el oxalacetato a
succinato, utilizando los enzimas malato deshidrogena, fumarato y fumarato reductasa
(Cselovszky y cols. (1992), ruta no mostrada). En Lactohacillus plantarum se ha detectado
la conversión de citrato a succinato, acetato y formato via piruvato (Kennes, y cols. (1991),
Lindgren y cols. (1990)).
El metabolismo del piruvato en bacterias ácido-lácticas ha sido clasicamente asociado
a la producción de otros metabolitos, además del ácido láctico. Adiccionalmente a la
formación de acetato y dióxido de carbono en la descomposición inicial del citrato, las
bacterias ácido-lácticas que utilizan este metabolito también producen los compuestos
acetoina, butanediol y diacetilo como consecuencia de dicha actividad metabólica a partir del
piruvato (Collins, 1972). Sin embargo, la secuencia exacta de reacciones que desembocan en
la producción de estos metabolitos a partir del piruvato ha sido materia de debate.
Recientemente se ha demostrado, mediante resonancia magnética nuclear, que la producción
de estos compuestos ocurre a partir de un intermediario, el a-acetolactato, el cual se forma
teniendo como precursor dos moléculas de piruvato (Verhue y Tjan, 1991; Ramos y cois.,
1993). El enzima que cataliza esta reacción, la a-acetolactato sintetasa, ha sido identificada
en varias bacterias ácido-lácticas (Cogan y cols., 1984; Branen y Keenan, 1972; Cogan,
1981) y purificada a partir deL. lactis (Snoep y cols., 1992). En esta secuencia de reacciones
el a-acetolactato es posteriormente decarboxilado a acetoina por la a-acetolactato
decarboxilasa (Fig. 1), que ha sido purificada de Loctobacillus casei (Rasmussen y cols.,
1985) y de L. ladis (Hugenholtz, J., 1993). Los enzimas en ambos sistemas bacterianos
muestras propiedades similares como lo evidencian sus masas moleculares (29kDa) y su
similar inestabilidad. La acetoína puede ser excretada como producto final o bien ser reducida
a butanediol por el enzima acetoina-reductasa. El compuesto aromático diacetilo se forma
como un subproducto del metabolismo del citrato a partir del cv-acetolactato por
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decarboxilación aerobia y su formación ocurre unicamente a pH bajo y en condiciones
aerobias.
La cantidad de acetoina, butanediol y diacetilo (componentes de cuatro carbonos (C4))
que se produce a partir del citrato es a menudo mucho menor que la que se podría esperar
de la conversión estequiométrica del piruvato a a-acetolactato. Ello significa que otros
productos tales como el acetato, el formato y el lactato se forman a partir del piruvato, hecho
que se ha confirmado en L. laciA (Verhue y Tjan, 1991; Ramos y cols., 1993). En cultivos
en serie y normalmente en presencia de un azucar fermentable, el lactato y el acetato fueron
los principales productos en la fermentación junto con los compuestos C4. En cultivos
continuos y en condiciones limitantes de lactosa, el citrato era primariamente convertido en
formato y acetato. Sin embargo, a un bajo pH externo y en condiciones aerobias se producían
exclusivamente compuestos C4 y/o acetato extra y dióxido de carbono debido a la actividad
piruvato deshidrogenasa (Hugenholtz, 1993). La variedad de productos formados a partir del
piruvato en los lactoccocos son el resultado de las reacciones indicadas en la Fig. 1. La
producción de L-lactato está catalizada por la lactato deshidrogenasa. La reacción catalizada
por la piruvato formato liasa, tiene como productos formato y acetato o etanol. La producción
de acetato y dióxido de carbono está catalizada por la píruvato deshidrogenasa. La cuarta está
catalizada por la a-acetolactato sintetasa y genera cr-acetolactato y dióxido de carbono.
Uno de los productos de estas reacciones el a-acetolactato, es subsecuentemente
convertido en diacetilo o acetoina (Fig. 1). Las bacterias lácticas que producen estos
compuetos son también capaces de convertirlos en butanodiol. Estudios recientes en L. ladis
han demostrado que una proteína con dos actividades enzimáticas (denominada acetoina
reductasa o butanodiol deshidrogenasa) cataliza la reducción ireversible de diacetilo a acetoina
y la reducción reversible de acetoina a butanodiol (Crow y cols. (1990) y Gibson y cols.
(1991)
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F¡g. 1. Representación esquemática del metabolismo del citrato en Loctococcus ladis biovar diacaylactis.
Abreviaturas: CF, citrato permeasa P; CL, citrato ¡lasa; OXC, oxalacetato decarboxilasa; PFL, piruvato formato
¡lasa; LOH, lactato deshidrogenasa; ALS, acetolactato-sintetasa; ALO, acetolactato deshidrogenasa; DR.
diacetilo reductasa; 2, indica que se desconoce la enzima que cataliza esta reacción.
CITRATO
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PLASMIDOS IMPLICADOS EN LA UTILIZACION DE CITRATO EN Lactococcus
lactis biovar diacetylactis
La presencia de la citrato permeasa es esencial para el metabolismo del citrato en L.
lactis, ya que en ausencia del plásmido que codifica para este enzima no se produce el
metabolismo de dicho compuesto.
El plásmido natural de L. lactis biovar dlacetylactis ha sido estudiado por varios
autores Kempler y Mckay (1979) fueron los primeros en demostrar que la capacidad de
fermentar citrato de distintas estirpes de L. lactis biovar diacetylactis estaba asociada a la
presencia de un plasmido Cite. Dichos autores observaron que este plásmido tenía un tamaño
diferente según la estirpe estudiada, oscilando entre 6,6 y 9,1 kb. El tamaño mas
frecuentemente hallado era de 8,3 kb. Posteriormente, dos grupos de investigación (Sesma
y cols. 1990; David y cols., 1990) obtuvieron independientemente en E. coIl plásmidos
hibridos que contenían el plásmido lactocócico Cit~. La estrategia de donación y detección
de las estirpes de E. coli portadoras de estos plásmidos híbridos fué la misma en ambos
casos. El plásmido lactocócico Cit~ se clonó utilizando los vectores de E. coli pBR328
(David y cols., 1990) y pUC19 (Sesma y cols.), a partir de preparaciones totales de
plásmidos procedentes de las estirpes industriales de L. ladis biovar d¡acetylactis CT176
(David y cols. 1990) y CRL264 (Sesma y cols. ,1990 (las estirpes de esta bacteria contienen
al menos seis plásmidos distintos). La mayoría de las estirpes de E. coIl son naturalmente
incapaces de utilizar citrato debido a la carencia de la citrato permeasa. Así, la obtención de
las estirpes de E. coli portadoras de los plásmidos recombinantes, que contenían los
plásmidos lactocócicos Cite, se realizo en ambos casos por selección para utilización de
citrato como fuente de carbono. El análisis mediante mapeo con enzimas de restricción de los
plásmidos híbridos permitió a los dos grupos de investigación inferir el tamaño aproximado
de los plásmidos lactocócicos parentales donados. De esta manera, el plásmido natural Cite
detectado por David y cols. (1990), al que denominaron pCTl76, posee un tamaño de 7,9
kb, mientras que el plásmido estudiado por Sesma y cols. (1990) denominado pCIT264, posee
un tamaño de 8,3 kb, que coincide con el encontrado con mayor frecuencia por Kempler y
Mckay entre estirpes de L. lactis biovar diacetylactis. El plásmido pCIT264 es el plásmido
Cit~, que ha sido analizado durante el desarrollo de esta tesis. Asimismo, David y cols.
(1990) identificaron y determinaron la secuencia de nucleótidos del gen c¡tP, que codifica
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para la citrato permeasa P, responsable del transporte de citrato.
Por otra parte, Jahns y cols. (1991), han identificado en L. lactis el plásmido Cit~,
procedente de la estirpe de L. lactis biovar diacetylactis bu2. Este plásmido denominado
pSL2 tiene un tamaño de 7,8 kb que es practicamente idéntico en tamaño a pCTl76. Estos
autores deleccionando regiones del plásmido fueron capaces de delimitar su replicón en un
fragmento ClaI-PvuI de 1,4 kb, situado detras del gen citP. La determinación y análisis de
la secuencia de nucleótidos de este fragmento de dna mostró la existencia un marco de lectura
abierta con capacidad para codificar un polipétido de 361 aminoácidos. Los autores
postularon, que la proteína de replicación del plásmido podría ser este polipéptido de 361,
aunque no mostraba homología con ninguna de las proteínas de replicación plasmídicas
contenidas en aquel momento en el banco de datos EMBL-SWISSPROT. Posteriormente,
Pedersen y cols. (1994) han determinado la secuencia de nucleótidos de la región de
replicación del plásmido Cite (denominado por ellos pCT1 138) procedente de la estirpe
DB113S de L. lactis biovar d¡acetylactis. El análisis de esta secuencia mostró la presencia
de una región altamente homóloga al origen de replicación de una familia de plásmidos que
replica por un mecanismo de tipo theta y cuyo prototipo es el plásmido pWVO2 ((Kiewiet y
cols., 1993). En esta región están incluidos 3 iterones de 22 pb, que podrían ser el origen del
plásmido, ya que la alteración de la distancia entre ellos provocó la pérdida de la capacidad
de replicación del plásmido (Pedersen y cols., 1994). Asimismo, los autores han observado
que las proteínas iniciadoras de la replicación de los plásmidos de la familia de pWVO2,
denominadas RepB, son homologas a un marco de lectura abierta compuesto por 385
aminoácidos e incluido en el replicón mínimo de pCT1 138. Finalmente, Pedersen y cols.
(1994) mediante experimentos de complementación en trans han demostrado que la proteína
RepB es la proteína de replicación de pCTl 138.
Aunque los cuatro plásmidos Cit~ analizados hasta este momento (pCIT264, pCT176,
pSL2, pCTl 138) son basicamente el mismo plásmido, no son idénticos. Durante el desarrollo
de esta tesis hemos comprobado mediante secuenciación de DNA de regiones del plásmido
pCIT264, que el gen citP contenido en él es igual al de pCTl76 (David y cols., 1990) y que
al menos parte de la región de replicación de pSL2 (Jahns y cols., 1991) es identica a la de
pCIT264 (esta tesis, datos no mostrados). Así, la diferencia de tamaño que existe entre el
plásmido pCIT264 (de 8,3 kb) y los plásmidos pCTl76 Y pLS2 (de 7,9 kb) estriba en la
diferencia de tamaños que existe entre el fragmento EcoRV-Bg (II localizado delante del gen
Introducción 9
citP de ambos plásmidos, siendo de 0,915 kb en pCIT264 (esta tesis) y de 0,5 kb en pCTl76
y pSL2. Abundando en las diferencias existentes entre los plásmidos Cite estudiados hasta
el momento, la comparación de la secuencia de nucleótidos de la región de replicación de los
plásmidos pCT1 138 Y pSL2 realizada por Pedersen y cols., (1994) ha mostrado diferencias
significativas con la región de replicación del plásmido pSL2. Una de las diferencias afecta
a la estructura del origen putativo de replicación y consiste en que de los tres iterones que
posee pCTl 138 sólo dos de ellos están presentes en pSL2. La otra diferencia estriba en el
tamaño de la proteína potencial codificada por repB, que sería de mayor tamaño en pCTL 138,
que en pSL2.
LA CITRATO PERMIEASA P DE L. lactis biovar diacetylactis
La citrato permeasa de L. lactis biovar diacetylactis, CitP, ha sido expresada en
E.coli por dos grupos de investigación (David y cols., 1990; Sesma y cols., 1990). El gen
que codifica para CitP ha sido secuenciado (David y cols., 1990) a partir del plásmido
recombinante pNZ67AE que contiene el plásmido natural pCT 176 y que capacita a L. lactis
biovar diacetylactis para el transporte de citrato. Aunque el peso molecular de la citrato
permeasa P putativa, calculado a partir de la secuencia de nucleétidos, era de 46,6 kDa, la
movilidad del producto del gen citP en geles de poliacrilamida-SDS era de sólo 32 kDa
(David y cols, 1990, Sesma y cols., 1990). Sin embargo, esta migración aberrante está bien
documentada para cierta variedad de proteínas hidrofóbicas (Buchel y cols., 1980).
Hasta el momento se ha demostrado que la dependencia del pH en la utilización de
citrato es debida a la actividad de la citrato permeasa P (Starrenburg y Hugenholtz, 1991),
enzima que posee un rango óptimo de funcionamiento entre valores de pH de 5,5 y 6,0
(Harvey y Collins, 1961; Starrenburg y Hugenholtz, 1991). Sin embargo, se desconoce el
mecanismo mediante el cual se produce un incremento en la actividad de la citrato permeasa
cuando el pH está comprendido entre dichos valores.
Existen datos contradictorios respecto a la inducibilidad del transporte de citrato por
el propio metabolito. Harvey y Collins (1961) comunicaron que la inducción del citrato
añadiendo el metabolito a bajas concentraciones seguía una relación lineal. Sin embargo,
Smith y cols. (1992) comunicaron que la utilización de citrato era independiente de la
presencia de citrato puesto que esta capacidad se mantenía después de dos semanas de cultivo
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continuo en ausencia del metabolito. Starrenburg y Hugenholtz (1991) observaron que la
presencia del citrato en el medio a bajas concentraciones provocaba un ligero estimulo en su
utilización incrementando la producción celular.
SISTEMAS DE TRANSPORTE DE CITRATO DE LAS ENTEROBACTERLALS
Un amplio espectro de bacterias de la familiaEnterobacteriaceae son también capaces
de fermentar el citrato. Sin embargo, estas bacterias son capaces de utilizar este metabolito
como única fuente de carbono y de energía mientras que L. lactis normalmente requiere la
presencia de una fuente adicional de carbono, como la glucosa o la lactosa, para su
crecimiento. L. ladtis solamente puede crecer en citrato como única fuente de energía en
condiciones muy estrictas (Starrenburg y Hugenholtz, 1991). E. colí no crece normalmente
en citrato debido a que carece de un sistema de transporte de citrato. Sin embargo, aislados
infrecuentes de este microorganismo son capaces de utilizar el citrato debido a que poseen
sistemas de transporte de citrato codificados por plásmidos de resistencia a antibióticos
(Sasatsu y cols., 1985; Ishiguro y Sato, 1985) o transposones (Ishiguro y cols., 1982;
Ishiguro y cols., 1988). Asimismo, se han detectado genes virtualmente identicos a citA en
Citrobacter amalonaticus (Daimon y cols., 1989), en Salmonella typhimurium (Shimamoto
y cols., 1991) el cual también está presente en el cromosoma de Salmonella serovars (Hirato
y cols., 1986). Los sistemas de transporte de citrato codificados por E. coil (plásmido y
transposón) han sido estudiados detalladamente y se ha encontrado que el gen citA, que
codifica para la proteína transportadora de citrato, se encuentra integrando un operón con el
gen citB. Las secuencias de ambos genes son practicamente idénticas (98 96 de identidad en
pb) independientemente de donde procedan (plásmido, o transposón). El gen c¡tB precede a
citA en dicho operón encontrandose cada gen bajo el control de su propio promotor (Ishiguro
y cols., 1988). Sin embargo, existen resultados contradictorios respecto a si citB es o no
esencial para la utilización de citrato en E. coli (Ishiguro y cols., 1988; Sasatsu y cols.,
1985). Asimismo, en Salmonella typhimurium se han descrito tres sistemas diferentes de
transporte de citrato, TctI, TctII y TctIII, que son dependientes de sodio (Widenhorn y cols.,
1988, 1989). Un nuevo gen que codifica para un transportador de citrato en Salmonella
serovars ha sido secuenciado. Este gen denominado chC difiere en su estructura de los otros
genes para transpone de citrato conocidos (Ishiguro y cols., 1992).
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En Klebsiella pneumoniae se han encontrado tres sistemas diferentes de transporte de
citrato (Schwarz y Oesterhelt, 1985). Cada uno de estos tres sistemas ha sido donado en su
huésped original dando lugar a tres plásmido recombínantes diferentes llamados
respectivamente pES 1, pES2 y pES3. El plásmido pES 1 codifica para un sistema constitutivo
que ha sido bien estudiado. El gen cliii codifica para la citrato permeasa H en este sistema,
la cual pertenece a una clase de proteínas transportadoras que tienen doce segmentos
transmembranares y una parte hidrofílica central. El plásmido pES2 codifica para un sistema
inducible de transporte de citrato (van der Rest y cols., 1992). El plásmido pES3 codifica
para un sistema de transpone de citrato que es probablemente inducido en condiciones
anaerobias y con citrato como fuente de energía. Este sistema de transporte de citrato es
dependiente de sodio (Dimroth y Thomer, 1986, 1990). El gen que codifica para el
transportador de citrato de este sistema ha sido donado y secuenciado (van der Rest y cols.,
1992). Un estudio estructural de esta proteína muestra que CitS consta de 12 a-hélices con
una gran región hidrofílica que está asimetricamente distribuida (van der Rest y cols., 1992).
van der Rest y cols. (1992) han comparado las secuencias de aminoácidos de cuatro
transportadores de citrato de origen bacteriano (Fig. 2). CitH y CitS de K. pneumoniae son
proteínas relacionadas con un 57 96 de similaridad, mientras que CitH de K. pneumonlae y
CitA tienen un 89 96 de similaridad. La similaridad de CitS de K. pneumoniae y CitP de L.
ladis biovar dlacetylactis es del 76 % . Todos estos datos indican que estas proteínas
transportadoras de citrato probablemente han evolucionado de un gen ancestral común. La
similaridad entre CitS de K. pneumoniae y CitP de L. ladis biovar diacetylactis sugiere que
CItP puede tener los mismos requerimientos lónicos pan la transiocación de citrato. Sin
embargo, van der Rest y cols. (1992) han sugerido que CitP de L. ladis biovar dlace*ylactis
no requiere sodio para la translocación de citrato. En cuanto a la estructura de estos
transportadores de citrato el algoritmo de Eisenberg y cols. (1984) predijo doce a-helices
hidrofóbicas transmembranares separadas por dominios hidrofflicos. Sin embargo, los perfiles
hidropáticos de CitS y CitP de L. lactis biovar diacetylactis (Fig. 3) son diferentes a los
esperados para la familia propuesta por Baldwin y Henderson (1989), dentro de la cual se
pueden incluir CitA y CitH que tienen seis helices en cada cara de un lazo hidrofílico central.
Tanto CitS como CitP son proteínas asimétricas con siete hélices precediendo y cinco hélices
después del lazo hidrofílicocentral (van der Rest y cols.,1992). CitC de Salmonella serovars
contituye una excepción ya que no muestra ninguna homología a los demás genes estudiados.
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El perfil hidropático de la proteína muestra de 11 a 12 segmento s hidrofébicos con dos
segmentos hidrofílicos centrales (Ishiguro y coJs., 1992).
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Hg. 2. Comparación de las proteínas transportadoras de citrato con el método de Higgins y Sharp (1988).
CitA, transportador de citrato de E. coti; CitH, transportador de citrato dependiente de protones de 1<.
pneumoniae; Ch5, transportador de citrato dependiente de sodio de A’. pneumoniae; CitP, transportador de
citrato de L. ¡acris (Reproducido de van der Resí y cols., 1992)
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Este proyecto de tesis doctoral pretendía llevar a cabo la caracterización molecular del
sistema de transporte de citrato de L. ladis biovar diacetylactis.
En el momento de la inciacion de este trabajo experimental se conocia que la citrato
permeasa P, codificada por el gen cirP del plasmido lactocócico pCIT264, está implicada en
el transpone de citrato. Sin embargo, se desconocian las características de la expresion del
gen cliP y si otros polipeptidos codificados por pCIT264 eran requeridos para dicho proceso.
Por ello en una primera fase se abordaron los siguientes objetivos:
* Identificación de las regiones mínimas de pCIT264 requeridas para el transporte de
citrato en L. lacUs
* Determinación de la secuencia de nucleótidos de la región que precede al gen cliP
En una segunda etapa se planteé la caracterizacion de la transcripción del gen citP
para lo cual se fijarph -los siguientes objetivos:
* Identificación de los mRNAS transcritos especificos de cliP en L. ladis y E. coli
* Determinación de los sitios de iniciación y terminación de los transcritos especificos
de citP en L. ladis y E. colí
Finalmente, se planteé el estudio de la regulación de la expresión del gen chi’ a nivel
transcripcional y post-transcripcional en L. ladis con los siguientes objetivos:
* Estimación de la influencia del pH, fase de crecimiento bacteriano o el citrato sobre
la expresión del gen cliP.
* Análisis del destino del mRNA específico del gen cliP.
* Caracterización de la regulación de la expresión de cliP por cid?
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1. MATERIAL BIOLOGICO
1.1 Estirpes bacterianas
Las estirpes bacterianas de E. coIl, 5. pneumoniae, 8. subtilis y L. ladis empleadas
en este estudio, asi como sus caracteristicas mas relevantes, se describen en la Tabla 1.
TABLA 1
Estirpe Caracteristicas Origen
L. lacris suhsp. ¡uds
biovar diacetylactis
CRL264
CRI3O
L. ¡uds subsp. lacris
MG 1363
E. mii
SM109
MC1OÓI
BMH 71-18 muiS
B. subtitis
MEtí
5. pnewnoniae
708
Lac~, Prat Cit~
Estirpe derivada de CR.L264, CiÉ;
obtenida por cundo del plásmido
pC1T264
Estirpe derivada deL. tocás 712
Lac; Rec carente de plasmidos
recAl, supE44, endAl, hsdRl7
gyrA9á, relAl
hsdR, mcrfl,A ¡acX74, gaiU, galK
rpsL, ¡hi, araD 139 A(araAflC-¡eu)
rhi, supE, (lac-proAili), (mutS::
Tn1O)(F\prokB~, IaqI ZMI5)
Lys3, metBlO, hisH2
tal, hex4, endl, exo2, ma¡594
15
u
u
u
¡
u
u
u
u
u
u
u
u
u
u
u
u
u
u
u
¡
u
F.Sesma
ESesma
M.Gasson
M.Espinosa
T.A. Kunkel
Promega
M.Espinosa
S.A.Lacks
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1.2. Bacteriófagos
Se utilizó la forma replicativa del DNA del bacteriofago Ml3mplS (Biolabs) como
vector de donación como se indica en el apanado 9 del capítulo de Métodos.
El bacteriofago R408 (Promega) fué utilizado como fago “ayudador” en los
experimentos de mutagénesis dirigida tal y como se indica en el apartado 14 del capítulo de
Métodos.
El bacteriófago FMl es un derivado de Ml3mplS obtenido en este trabajo. Su DNA
contiene el fragmento BamHl-BglII del plásmido pCIT264 donado en el sitio BamUl. El
DNA monocatenario circular de FM 1 se utilizó para la preparación de sonda para la
hibridacion específica DNA-RNA (Northern blot).
1.3 Pltismidos
Los plásmidos utilizados en este estudio, asi como sus caracteristicas mas relevantes,
se muestran en la Tabla II.
TABLA II.
Plasmidos Caracteristicas Referencia
pCIT264 Plasmido natural Cit~ de L. tacOs biovar diacetylactis F. Sesma
pUCIS Vector de donación de E. coti Hiolabs
pFS2I Hibrido entre pCIT264 y pUCIS F.Seszna
pFU1 Derivado de pFS21 con citP bajo el control de P~ (*)
pFU4 Fragmento BamHI-EccRI de pFS2I donado (*)
entre los sitios BamHI-EcoRl de pUCiS
pFU5 Fragmento EcoRI-BgllI de pF521 donado (*)
entre los sitios EcoRl-Dg¡fl de pUCiS
pFU7 Delección del fragmento EcoRV-HindIIl en pFUS (*)
pFU 8 Fragmento EcoRV-EcoRV de pFS2I donado (*)
en el sitio SmaI de pUCIS
pFU9 Delección del fragmento EcoRV-EcoRV en pFS2I (*)
pL5l Vector de amplio rango de huésped MEspinosa
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Fragmento que contiene cliP bajo control de PpoL4
donado en el sitio EcoR[ de pLSI
Delección del fragmento Bglll-BglIl (caí) en pFLI
Fragmento EcoRI-Clal de pC1T264 donado en el sitio
EcoRl de pLSl
pFL4 con una mutación insercional en el sitio BglIT
Detección del fragmento BgtTl-BspEI (Pfl en pFL3
Delección del fragmento EcoRV-EcoRV (PI) en pFL4
Vector para fusiones traduccionales a caí
Derivado de pFL1O, que contiene ca: bajo las señales
transcripcionales y traducionales de cliP
pFL12 con una mutación insercional en el sitio DglII (cid?)
fusión cliP-cal bajo el control del promotor P~
fusión cliP-ca: bajo eí control del promotor P2
Vector de E. cotí para mutagénesis dirigida
Fragmento EcoRl-Clal de pFS21 donado en el
sitio Smal de pALTER-1
pFALI con sitio EcoRI en el “star:” codon de cliP
Fragmento BglII-BglIl (ca:) de p5M29 donado
en el sitio Ba,nHI de pALTER-1
pFL6 con fragmento BgtII-BglII (cal) de pSM29 reorientado
Contiene caí de pC194 y P,,~ de 5. pneumoniae
orientados en sentido divergente
Contiene P,,~ de 5. pneunwniae
Contiene caí de pCI94 bajo el control de P~
Vector de E.coli para hiperexpresión de proteinas
Gen ciíR, obtenido por PCR, donado en pETlld
bajo el control de P,10
Fragmento BgllI-NheI (P,»1J de pSM41
donado en el sitio Xbat de pCM6
Vector de donación de bacterias gram positivas
de alto n
0 de copias
Fragmento EcoRV-BgIll de pCIT2Ó4 donado en el
de pIL253
Fragmento EcoRV-EcoRV de pCM7 donado en el
sitio BamHl de plL2S3
(*)
(*)
(49
(*)
(*)
(*)
(49
(*)
(49
(*)
(49
Promega
(‘4’)
(*)
(4<)
(4<)
5.Martinez
A.Diaz
AMS
(It)
(4<)
J.C.Alonso
sitio Sinaí (4<)
(4<)
(4<) Estos plásmidos han sido construidos en el transcurso de esta Tesis. pFU, pFL, pFl, pFAL son plásmidos
recombinantes de los vectores pUCI8, pLSl, plL253 y pALTER-l, respectivamente.
pFL 1
pFL3
pFL4
pFL5
pFLk
pFL7
pFL 10
pFL 12
pFL13
pFL16
pFL17
pALTER-1
pFAL1
pFAL4
pEALÓ
pFAL7
pSM29
pSM4I
pJ53
pEllid
pCM6
pCM7
pIL253
pFI1
pFl2O
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2. MEDIOS DE CULTIVO
2.1. Medios de cultivo para E. coli
Para soportar el crecimiento de E. cali se utilizó rutinariamente el medio LB
(Sambrook y cols., 1989).
Para poner células de E. cali en estado de competencia se utilizó el medio SOR
(Sambrook y cols., 1989).
Cuando se hizo necesaria la selección de marcadores plasmídcos se utilizaron
diferentes antibióticos a las siguientes concentraciones finales: Tc (10kg mV’), Cm (20kg mí-’)
y Ap (50kg mV’).
En los casos en los que se hizo necesario comprobar silos plásmidos objeto de estudio
conferían la capacidad de utilización de citrato a E. cali se empleé el medio de Christensen
(Christensen, W., 1949). Para comprobar si las estirpes de E. cali portadoras de plasmidos
eran capaces de crecer usando el citrato como única fuente de carbono, se utilizó el medio
agar citrato de Simmons (Simmons, J., 1926).
2.2 Medio de cultivo de 5. pneumoniae
Para el crecimiento rutinario de 5. pneumoniue se utilizó el medio de cultivo AGCH
(Lacks, 5., 1966) suplementado, en el momento de inocular, con una concentración final de
sacarosa de 0.3% y con extracto de levadura a una concentración final del 0.296 (AGCHSE).
Para el crecimiento en placa de 5. pneumoniae, se mezclaron las células con una capa
basal de AGCHSE suplementada con agar al 1 96. La capa basal se cubrió con una capa
superficial del mismo medio con agar al 0.75%.
Cuarido se hizo necesaria la selección de marcadores plasmidicos se utilizaron
antibióticos a las siguientes concentraciones finales: Tc (1kg mV’), Cm (Spg mV’),
Em (%g ml%.
2.3 Medio de cultivo de 8. subtiuis
El medio de cultivo que se utilizó para el crecimiento rutinario de 8. subtills fué el
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medio TY (Maniatis y cols., 1982).
En la preparación, y posterior transformación, de células de B. subtilis en estado de
competencia, se utilizaron los medios GMl y GM2 formulados por Young y Wilson (1974).
Cuando se hizo necesaria la selección de marcadores plasmídicos se utilizaron
antibióticos a las siguientes concentraciones finales: Cm (5~g mV’) y Em (Sjíg mt’).
2.4 Medio de cultivo de L. lactis
Para el crecimiento rutinario de L. lactis se utilizó el medio M17 (Terzaghi, B. y
Sandine, W., 1975).
Para el crecimiento deL. lactis después de su electroporación, se utilizó el medio M17
suplementado con sacarosa al 1%. Antes de electroporar células de L. lactis estas se crecieron
en medio M17 suplementado con treonina 40 mM.
Para comprobar la capacidad de utilización de citrato por L. lactis se utilizó el medio
formulado por Kempler y McKay (1980).
Cuando se hizo necesaria la selección de marcadores plasmídicos se utlizaron
antibióticos a las siguientes concentraciones finales: Tc (lgg mV’), Cm (Sgg mt’),
Em (Sgg mt’).
3. PROTEINAS Y ENZIMAS
Se han usado como proteinas polimerizantes y modificantes de los ácidos nucleicos las
que a continuación se relacionan: DNA polimerasa del fago T7 (Pharmacia), fragmento
Klenow de la DNA polimerasa 1 de E. cali (Biolabs), fragmento carboxylo-terminal de la
DNA polimerasa 1 de 5. pneumoniae (purificada por A. Díaz), fosfatasa alcalina de intestino
de ternera (Bochringer), DNA ligasa del fago T4 (Boebringer), Taq DNA polimerasa
(Biolabs), transcriptasa reversa del virus de la mieloblastosis aviar (Promega),
polinucleótidoquinasa del fago T4 (Biolabs), enzimas de restricción (Biolabs, Pharmacia) y
nucleasa Sí (Biolabs).
Otras proteinas utilizadas fueron: RNAsa A, inhibidor de RNAsas, lisozima,
seroalbumina bovina y proteinasa K (Sigma).
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4. KITS COMERCIALES
Se han utilizado varios “kits” comerciales para llevar a cabo diferentes técnicas. Para
la extracción y purificación de DNA a partir de geles de agarosa se utilizó el “Gene Clean”
(BIO 101 Inc.); para la determinación de secuencias de DNA se utilizó el “kit de
secuenciación de la polimerasa del bacteriófago T7” (Pharmacia); para llevar a cabo la
mutagénesis dirigida de DNA se utilizó el “Sistema de mutagénesis in virro” (Promega); la
determinación de la concentración de proteinas en extractos crudos se realizó con el “Sistema
de ensayo de proteinas BCA” (Pierce).
5. OTROS MATERIALES Y PRODUCTOS
Otros materiales y productos utilizados fueron: membranas de nitrocelulosa (Schleicher
& Schuell), papel 3MM (Whatman), material radiactivo (Amersham), material fotográfico
(Kodak), antibióticos (Sigma), componentes de medios de cultivo y de tampones (Probus,
Merck, Difco), agarosa (Pronadisa), acrilamida, bis-acrilamida (Biorad) membranas de
filtración y dialisis (Millipore), cloroformo, etanol, isopropanol, fenol (Merck).
Métodos 21
1. CRECIMIENTO Y METODOS DE TRANSFORMACION DE ESTIRPES
BACTERIANAS
Las estirpes de E. cali y 8. suhtilis fueron incubadas, tanto en medio sólido como en
medio líquido, a una temperatura de 370C. Para su crecimiento en medio líquido, las células
se sometieron a una agitación vigorosa con el fin de conseguir condiciones aerobias necesarias
para su crecimiento.
Las estirpes de L. lactis y 5. pneumoniae fueron incubadas, tanto en medio sólido
como en medio liquido, a una temperatura de 300C y 370C respectivamente. Para el
crecimiento en medio liquido, tanto L. lactis como 5. pneumonlae, se incubaron sin agitación
en baños termostatizados con el fin de conseguir las condiciones microaerófxlas necesarias
para su crecimiento.
Para el crecimiento en placa, las células de 5. pneumoniae se mezclaron con una capa
basal de medio, sobre la cual se añadió posteriormente una sobrecapa del mismo medio con
el objeto de conseguir las condiciones microacrófilas para su crecimiento.
El crecimiento en medio liquido de las células se siguió por turbidemetría utilizando
un espectrofotómetro Bausch & Lomb, modelo Spectronic 20. Las longitudes de onda a las
que se midieron la absorbancia de los cultivos de B. subtilis, E. coli, 5. pneumoni.ae y L.
Iadds fueron 550, 600, 650 y 660, respectivamente.
Las estirpes bacterianas utilizadas en este estudio fueron conservadas congeladas a -
700C. Antes de proceder a su congelación, los cultivos bacterianos fueron suplementados con
glicerol a una concentración final del 10% e incubados 10 minutos a 370C, excepto las
estirpes de L. lactis que fueron incubadas a 300C.
Para la preparación y posterior transformación de células competentes de 5.
pneumoniae se siguió el método descrito por Lacks (1966). En el caso de la preparación y
posterior transformación de células competentes de E. subtilis MEhl se siguió el método de
Young y Wilson (1974). Las células competentes de E. coli fueron preparadas y
transformadas por el método descrito por Sambrook y cols. (1989). La selección de
marcadores plasmídicos se efectuó utilizando las concentraciones de antibióticos indicadas en
el apartado 2 del capítulo de Materiales. En los casos en que se seleccionó la Cmt codificada
por el gen cat silvestre de pCl94, los últimos 20 minutos de expresión fenotipica
transcurrieron en presencia de una concentración subinhibitoria del antibiótico de 0,5 gg mV’,
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la cual permitió la inducción de la expresión de este gen cat.
Las células de L. ladtis fueron transformadas por electroporación siguiendo el método
descrito por Doman y Collins (1987). La selección demarcadores plasmídicos se llevo a cabo
utilizando las concentraciones indicadas en el apartado 2.4. del capitulo de Materiales.
Cuando se hizo necesaria la inducción del gen cat DE PC194 silvestre para seleccionar Cmt
en L. lacds, se utilizaron concentraciones subinhibitorias del antibiótico de 25 ng mV’,
adicionadas al cultivo transformado 20 mm antes de finalizar la expresión fenotipica. La
selección de transformantes Cmr o Tc’ se chequeé, respectivamente, a las 24 o 48 hr de
crecimiento.
2. EXTRACCION DE DNA
2.1. Minipreparaciones de DNA plasmídico
Para extraer DNA plasmídico a pequeña escala, a partir de cultivos bacterianos de E.
coli y 8. subtilis, se utilizó el método descrito por Bimboim y Doly (1979). En el caso de
5. pneumoniae se empleé el mismo método con la modificación descrita por Stassi y cols.
(1981).
La extracción de DNA plasmidico a pequeña escala, a partir de L. lactis, se llevó a
cabo por el método descrito por Bimboim y Doly (1979), con una modificación introducida
en este laboratorio, que consiste en añadir 10 mg mV’ en vez de 2 mg ml’ de lisozima a la
solución de lisis.
Cuando se requirió DNA plasmídico en pequeña escala y con un grado mayor de
pureza, se procedió como se indica en el apartado 4 de este capítulo.
2.2. Preparacion de extractos de DNA totales de L. lactis
Cuando se quiso determinar el número de copias de los plásmidos en estirpes de L.
ladtis , se procedió a la extracción de DNA cromosómico y plasmídico a partir de extractos
crudos celulares, preparados según el método descrito por Saunders y Guilt (1980) con las
siguientes modificaciones: se añadieron 10 mg mV en vez de 2 mg mV’ de lisozima a la
solución de lisis; depués del tratamiento con proteinasa K, se procedió a la extracción de
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proteinas por tratamiento con fenol-cloroformo; finalmente, el DNA total fué precipitado con
etanol absoluto y acetato sódico 0,3M y los extractos procesados según Saunders y Guilt
(1980).
Estos extractos fueron utilizados para la determinación del número de copias de
diferentes plásmidos en L. lactis siguiendo el método de Projan y cols. (1983). Dichos
extractos fueron fraccionados en geles de agarosa al 0,8% y se fotografiaron. La
cuantificación densitométrica del DNA presente en las muestras se efectuó a partir de los
negativos con el sistema Phosporímager (Molecular Dinamics). El grupo planar del bromuro
de etidio se intercala mejor en formas lineales y circulares abiertas (OC), que en formas
circulares covalentemente cerradas (CCC), y por ello es necesario aplicar un factor de
corrección en el cálculo del numero de copias respecto al cromosoma:
(Dp1+ 1,36 Dp2) x Mc
N =
Dc x Mp
siendo Dp, y Dp2, el valor determinado por densítometría para las bandas correspondientes
a las formas OC y CCC del plásmido. Mc, el tamaño del DNA genómico de L. lactis
estimado en 2,42 x 106 pb (Le Burgeois y cols., 1993).
2.3. Preparación de plásmidos puros
Para la preparación de plásmidos puros a gran escala a partir de E. cali y 5.
pneumoniae se utilizó el protocolo de Currier y Nester (1976) empleando diferentes
procedimientos de lisis celular para cada tipo de microorganismo.
La lisis celular de E. colí se consiguió resuspendiendo el sedimento celular en 100
ml de tampón de lisis (lisozima a 2 mg mV’, sacarosa al 20%, EDTA lmM y Tris-HCl 10
mM pH 8,0), incubandose 10 minutos a 370C. Después se añadieron 80 ml de EDTA 0,25
M, y la mezcla se mantuvo en hielo durante 10 minutos. Una lisis clara se consiguió por
adicción de 100 ml de una solución de SDS al 15% en TE (10:1), e incubación a 370C
durante 10 minutos.
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La lisis celular de S. pneumoniae se consiguió resuspendiendo el sedimento celular
en 12 ml de EDTA 0,25 M, afladiendose a continuación 40 ml de una solución de lisis
(sacarosa al 2596, citrato trisódico 0,15 M, deoxicolato sodico al 0,1% y SDS al 0,01%) e
incubandose la mezcla 5 minutos a 370C. Tras la adicción de pronasa a una concentración
final de 0,7 mg mt’, se prosiguió la incubación a 370C durante otros 10 minutos],
añadiendose después 124 ml de TE (10:1) y 24 ml de SUS al 10%.
Para la obtención de plásmidos puros, a partir de L. lactis, la lisis celular se realizó
como a continuación se indica: se resuspendió el sedimento celular en 50 ml de TE que
llevaban disueltos sacarosa al 20% y lisozima a 10 mg mt’. La mezcla se incubó 5 minutos
a 370C. Posteriormente se añadieron 80 ml de EDTA 250 mM incubandose 10 minutos a
370C, tras lo cual se afladieron 100 ml de SDS al 15% en TE (10:1) y la mezcla total se
incubé 15 minutos a 370C. El resto del proceso se desarrolló igual que para E. cali.
Para determinar la cantidad y el grado de pureza del DNA plasmídico extraido, se
midió la absorción de las muestras en un rango de longuitudes de onda entre 200 y 300 nm
en un espectrofotómetro Shimadzu, modelo UV-160, teniendo en cuenta que una absorbancia
de 1 a 258 nm equivale a 50 ~g de DNA mt’.
3. FENOLIZACION, PRECIPITACION Y DIALISIS DEL DNA
La desproteinización de muestras de DNA se llevó a cabo por extracción con una
mezcla 1:1 (y/y) de fenol y cloroformo, agitando mecanicamente durante 1 minuto y
separando las fases acuosa y oTgánica por centrifugación durante 5 minutos.
Los ácidos nucleicos contenidos en la fase acuosa se precipitaron añadiendo 0,1
volúmenes de acetato sódico 3M (ajustado a pH 7,0 con ácido acético) y a continuación, 2,5
volúmenes de etanol absoluto. La mezcla de precipitación se mantuvo a -700C durante un
mínimo de 30 minutos, o a -200C durante toda la noche, siendo a continuación sedimentada
por centrifugacion a -100C.
Para eliminar las sales que generalmente coprecipitan con el DNA, el precipitado se
lavé con etanol al 70% y posteriormente se centrifugó. El DNA sedimentado se resuspendió
en tampón te 10:1 (Tris base 10 mM pH 7,0 y EDTA 1 mM) y se dializó en filtros tipo VS
(tamaño de poro 0,025 gm) frente al mismo tampón.
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4. EXTRACCION Y PURIFICACION DE FRAGMENTOS DE DNA
Cuando fué necesario extraer y purificar fragmentos de DNA, obtenidos por digestion
con enzimas de restricción a partir de geles de agarosa al 0,8 96, se utilizó el sistema
“Geneclean” (Bioínc 101). El sistema se utilizó siguiendo las recomendaciones sugeridas por
sus fabricantes.
Para extraer fragmentos de DNA con tamaños muy semejantes, se varió la
concentración de la agarosa y el voltaje en la electroforesis hasta la resolución de los
fragmentos que interesaron dependiendo del tamaño de los fragmentos.
Cuando fué necesario extraer y purificar fragmentos de DNA a partir de geles de
poliacrilamida al 5% se siguió el procedimiento de Maxam y Gilbert (1980).
5. ELECTROFORESIS DE DNA EN GELES DE AGAROSA
La separación electroforética de DNA cromosómico, plasmídico y de fragmentos de
DNA, se llevó a cabo en geles horizontales de agarosa, cuya concentración en agarosa varió
del 0,8% al 1,2% en función del tamaño del DNA a analizar.
La agarosa fué disuelta en tampón de electroforesis TAE (Tris base 40 mM pH 8,0
y EDTA 1 mM). A las muestras se les añadió tampón de carga BXGE (glicerol al 60%, azul
de bromofenol al 0,25 96, xilen cianol al 0,25% y EDTA 10 mM). El gel se sumergió en la
cubeta con tampón TAE.
Los geles se sometieron a unaperiodo y a un voltaje de electroforesis que dependieron
del tamaño del DNA a analizar, asi como de la distancia relativa a otros fragmentos de DNA
presentes en la preparación.
El DNA se visualizó, con un transiluminador de luz ultravioleta de onda larga (360
nm), tras ser teñido durante 30 minutos, en tampón TAE conteniendo bromuro de etidio, a
una concentración de 0,5 ~g mV’.
6. MANIPULACIONES Y MODIFICACIONES ENZIMATICAS DEL DNA
Todas las manipulaciones y modificaciones enzimáticas del DNA realizadas con las
enzimas y proteinas descritas en el apartado 3 de Materiales, se llevaron a cabo siguiendo las
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instrucciones descritas por Sambrook y cols. (1989), con excepción de las endonucleasas de
restricción. En este último caso se siguieron las instrucciones descritas por los fabricantes.
7. SECUENCIACION DEL DNA
Cuando fué necesario determinar la secuencia de nucleétidos de DNA se utilizó el
método de terminación de cadena de Sanger y cols. (1977). Para ello se utilizó el “kit” de
secuenciación de la polimerasa del bacteriófago ri (Pliarmacia) y [a-32P]dCTP.Como DNA
molde se emplearon plásmidos bicatenarios desnaturalizados por álcali (según el método de
Chen y Seeburg, 1985), anillados a los oligonucleótidos sintéticos adecuados utilizados como
“primers” para la polimerización de DNA Estos primers fueron adquiridos a Boebringer-
Mannheim (primers universales) o sintetizados en un sintetizador de oligonucleótidos (Gene
Assembler, Pharmacia) en el Centro de Investigaciones Biológicas.
TABLA m. Oligonucledtidos utilizados en Ja secuenciacion de la región precedente al
gen cliP
Oligonucleótido
01
02
03
04
05
06
07
Secuencia
5 -GAAArrAGAGATGATAC-3 -
5 -GCCTGAUCACTGACTA-3 -
5 -GACCGAGGAAGTGrrGAG-3 -
5 -GGCGGACAAAGCGAGAA-3 -
5 -CCGC2TAGAflTAC1TG-3 -
5 -CTGATACAGGnTrAGC-3 -
5 -GATGCAACAfl?AAACGC-3 -
Coordenadas (*)
234-218
540-556
489-472
770-786
1-18
1210-1194
1289-1307
Coordenadas de los oligonucleótidos en la secuencia de DNA mostrada en la Fig. 9.
En particular para la secuenciación de la región de 1583 nt que precede al gen citP
se utilizaron los plásmidos pFS2 1, pFU5 Y pFU8 (ver Tabla II) y los oligonucícótidos: 5 --
GTAAAACGACGGCCAGT-3 - (primer universal directo), 5 -CAGGAAACAGCTATGAC-
3 - (primer universal reverso) o cada uno de los relacionados en la Tabla III.
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Las reacciones de secuencia obtenidas fueron analizadas en geles de poliacrilamida-
urea, segun describe en el apartado 14 de este capitulo, y los productos de la reacción
revelados por autorradiografia utilizando película X-omat (Kodak).
8. EXTRACCION DE RNA
El RNA total fué aislado a partir de E. cali y L lactis siguiendo el método del fenol
caliente descrito por Aiba y cols. (1981), con algunas modificaciones. Se recogieron por
centrifugación las células de 50 ml de un cultivo crecido hasta una absorbancia variable como
se indica en el capitulo de Resultados. Los células fueron resuspendidas en 2.5 ml de una
solución compuesta por acetato sódico 20 mM PH 5,5, EDTA 1 mM y lisozima a una
concetración de 1 mg mí-’ para E. cali, o 10 mg mt1 para L. laciA. Las células se lisaron
mediante siete ciclos rápidos de congelación a -700C y descongelación a 370C. A continuación
se añadió SDS a una concentración final de 0.5% y se mantuvo la solución 2 minutos a 370C.
Posteriormente, los extractos fueron tratados con 5 ml de fenol saturado con acetato sódico
20 mM pH 5,5 duranteS minutos a 700C. La fase acuosa fué tratada tres veces más con fenol
y los ácidos nucleicos fueron precipitados 4 veces con acetato sódico 0,2 M pH 7 y 2,5
volumenes de etanol. El precipitado fué resuspendido en 400 ~l de TE (10:1). La
determinación de la concentración de RNA en las muestras se realizó por espectrofotometría
según se indica en el apartado 2.3. de este capitulo, pero teniendo en cuenta que una
absorbancia de 1 a 258 nm equivale a 40 ~g de RNA mt’.
9. HIBRIDACION DNA-RNA MEDIANTE DOT BLOT
La cuantificación específica de mRNAs de L. lactis se llevó a cabo según se describe
a continuación:
Un volumen de 10 .d de agua conteniendo el mRNA a estudiar se ajustó al 50% de
formamida, 6,3 % de formaldehido y 1X de SSC, y se incubó a 680C durante 15 minutos.
La muestra desnaturalizada se introdujo inmediatamente en hielo. Justo antes de cargar, cada
muestra se ajustó a 6X de SSC.
Después de preparar las muestras, estas se aplicaron a los pocillos de un aparato de
dot blot, conteniendo un filtro de nitrocelulosa, conectado a vacio según describen Maniatis
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y cols.(1982). A continuación cada pocillo se lavó dos veces con 200 i1 de una solución SSC
‘ox.
Para la prehibridación e hibridación del filtro se siguió el mismo procedimiento que
el descrito en el apartado 11 de este capftulo para Northern blot.
10. HIBRIDACION DNA-RNA MEDIANTE NORTHERN BLOT
La detección de mRNAs específicos de L. ladis y E. cali se llevó a cabo siguiendo
el método de Hirschom y cols. (1984), según se describe a continuación:
10.1. Separación electroforética de RNAs
Los RNAs extraidos según se describe en el apartado 9 de este capítulo, fueron
resueltos electroforeticamente en condiciones desnaturalizantes. Para ello la agarosa fué
disuelta al 1 % en tampón de electroforesis MSEF (MOPS 0,04 M, acetato sódico 0,01 M,
EDTA 0,002 M, pH 7) conteniendo formaldehido al 6,3 96. El tampón MSEF fué preparado
con agua tratada con DEPC con el objeto de inactivar las posibles RNAsas presentes en la
muestra. El gel se preparó en una campana extractora y se dejó solidificar durante una hora
a 40C.
Previamente a su carga, los RNAs fueron desnaturalizados, para lo cual 7,5 gg de
RNA fueron ajustados a 1% de tampón MSEF, 50% de formamida desionizada, 6,3% de
fornialdehido, 5% de glicerol, 0,1 mM de EDTA y 0,15 96 de agua tratada con DEPC. Las
muestras se calentaron posteriormente a 650C durante 15 minutos, tras lo cual se introdujeron
rapidamente en hielo y se cargaron en el gel. A continuación, el gel se sometió a
electroforesis a 50 y durante 30 minutos para que las muestras penetrasen en él, tras lo cual
la electroforesis se continuó a 25 V durante 16 horas.
Posteriormente el gel se lavó con agua destilada para eliminar el exceso de
formaldehido. La integridad del RNA se comprobó por tinción del gel con bromuro de etidio
a una concentración de 0,5 ~g mV’ durante 1 hora.
10.2. Transferencia de los RNAs a un filtro de nitrocelulosa
Métodos 29
El gel se colocó sobre una hoja de papel Whatman 3MM cuyos bordes estaba en
contacto con una solución de SSC 20X (20 veces concentrada). Sobre el gel se fueron
colocando sucesivamente, un filtro de nitrocelulosa previamente sumergido en SSC 20X, 3
papeles Whatman humedecidos en SSC 20X y servilletas de papel. Encima de este montaje
se colocó un cristal soportando un peso suficiente para favorecer la transferencia del RNA
por capilaridad. La transferencia tuvo lugar durante 12 horas después de las cuales el filtro
de nitrocelulosa se secó durante 1 hora a 370(3 y los RNAs fueron fijados a la matriz por
calentamiento a 800C durante 2 horas.
10.3. Detección específica de inRNAs por hibridación con sondas de DNA
10.3.1. Preparación de sondas de DNA
Para la preparación de sondas de DNA marcadas especificamente en la hebra
complementaria al mRNA objeto de estudio, se utilizó la técnica de extension del primer.
Para ello se emplearon dos tipos de DNA templado, dependiendo de que el fragmento sonda
estuviera donado en un fago o fagémido (M3mpl8 o pALTER-1), o en un plásmido vector
(pUC18).
En el caso de que el fragmento-sonda estuviera donado en el fago Ml3mplS, se
procedió en primer lugar a la producción deL DNA monocatenario circular del bacteriófago
(ssDNA) segun describen Maniatis y cols. (1982). A continuación, se anilló el primer
universal directo de secuencia (17-mer) al ssDNA recombinante según describieron Pons y
cois. (1991). Finalmente, la hebra complementaria se extendió a partir del primer anillado
al ssDNA templado mediante polimerización catalizadapor 10 U de DNA polimerasa del fago
T7. La mezcla de reacción contenía: 50 iCi de [cr-32P]CTP, 0,5 mM ATP, 0,5 mM flP y
0,5 mM GTP, 45 mM Tris pH8, 6,5 mM MgCl
2 y BSA 0,05 mg mí-’). La mezcla se incubó
a 370(3 durante 30 minutos, congelandose posteriormente hasta su utilización.
Cuando el fragmento-sonda estaba donado en el fagémido vector pALTER-1, se aisló
el ssDNA recombinante según se indica en el apartado 15 de este capítulo y posteriormente
se siguió la misma estrategia que para el ssDNA recombinante del fago Ml3mpl8 directo.
Cuando el fragmento-sonda estaba donado en el plásmido vector pUC 18, el plásmido
recombinante se desnaturalizó ajustando 4 ~g de DNA plasmídico a 0,4 M de NaOH. La
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mezcla se incubó 10 minutos a temperatura ambiente, tras lo cual el ssDNA se precipitó con
etanol. Para la preparación de la sonda se siguió el mismo método que el utilizado en el caso
del ssDNA recombinante del fago Ml3mpl8, con la excepción del primer utilizado que fué
el primer universal reverso de secuencia (17-mer).
10.3.2. Hibridación específica DNA sonda-mRNAs
Para la detección específica de los mRNAs transferidos, los filtros de nitrocelulosa
fueron incubados durante 4 horas en una solución de prehibridación que contiene formamida
al 50%, SSC 5X, solución Denhardt lx (preparada según describen Maniatis y cols. (1982),
250 gg mV’ de DNA de esperma de salmón desnaturalizado y fosfato sódico 50 mM pH 6,5.
Para la hibridación, el DNA sonda marcado radioactivamente y el DNA de esperma
de salmón (100 Mg mV1) se desnaturalizaron conjuntamente a 950C durante 10 minutos. El
DNA. desnaturalizado se introdujo inmediatamente en hielo para evitar su renaturalización,
y se ajustó a 50% de formamida, SSC 16,7X, Denhardt 3,3X, fosfato sódico 66,6 mM y
sulfato de dextrano 33,3 % (p/v)), obteniéndose así el tampón de hibridación.
El filtro prehibridado fué transferido a la solución de hibridación y se incubó a 420C
durante 18 horas. Transcurrido ese tiempo, el filtro se sometió a tres lavados a temperatura
ambiente, de 10 minutos cada uno, con una solución conteniendo SSC 2X y SDS 0,1 96.
Posteriormente el filtro se lavó con una solución compuesta por SSC 0,1X y SDS 0,196 a
600(3 tantas veces como fué necesario hasta detectar la señal radioactiva, primordialmente,
en las zonas correspondientes a los RNAs de interés.
Los transcritos fueron visualizados mediante exposición a films X-OMAT (Kodak).
La cuantificación se efectuo mediante excisión de las bandas y posterior medida de la
radioactividad contenida en ellas o por exposición de las membranas y valoración de la
radioactividad con el sistema Phosphorlmager (Molecular Dinamics).
11. MAPEO DEL EXTREMO Y DE mRNAs POR EXTENSION DEL PRIMER
El mapeo por extensión del primer del extremo 5 - del mRNA se llevó a cabo
siguiendo el método de van Rooijen y cols. (1990) según se describe a continuación:
El oligonucícótido utilizado como primer en la reacción (complementario al mRNA
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a estudiar) se anilló al RNA obtenido de cultivos de L. lactis crecidos a una absorbancia a
660 nm de 0,4.
En la reacción de anillamiento se mezclaron 15 pg del RNA a estudiar, 1 pmol del
oligonucleótido, y 33 U de inhibidor de RNasa, todo ello ajustado a lx de tampón de
transcriptasa reversa (Bocrhinger) y en un volumen final de 14 gí. La mezcla se incubó 5
minutos a 650(3 y posteriormente se añadieron a la reacción 20 unidades de transcriptasa
reversa, 15 pCi de [a-32P]ATP (3000 Ci mmoL’) y se ajustó a 0,1 mM de JCTP, 0,lmM
de dGTP, 0,1 mM de dfl’P, 9,75 MM de dATP en un volumen final de 20 pl.
Posteriormente, la mezcla de reacción se incubó a 370C durante 30 minutos.
Finalizada la reacción de polimerización la transcriptasa reversa fué inactivada por
extracción fenólica. A continuación, los ácidos nucleicos se precipitaron con etanol y se
resuspendieron en 3 pl de agua y se añadieron 3 A de tampón BXF (formamida desionizada
al 80%, NaOH 10 mM, azul de bromofenol al 0,1%, xilen cianol al 0,1% y EDTA 1 mM).
12. MAPEO DE LOS EXTREMOS Y Y Y DE rnRNAs POR DIGESTION CON
ENDONUCLEASA Si
El procedimiento utilizado para la determinación de los extremos 5 y 3 - del mRNA
fué el descrito por López y cols. (1989).
12.1. Preparación de sondas de DNA
Para la preparación de las sondas necesarias en el mapeo del extremo 5 - de los
mRNAs específicos de cliP, el plásmido pFS2l se digirió con el enzima de restricción BglII.
Para el marcaje de este DNA en su extremo 5’, se requirió la eliminación previa de los
fosfatos en su posición 5 - terminal mediante tratamiento con fosfatasa alcalina (Boerhinger)
siguiendo las instrucciones de los fabricantes. Posteriormente la fosfatasa alcalina se extrajo
con fenol y el DNA se precipité. El DNA defosforilado fué marcado en 5 - con 200 pCi de
[32P]-ATP(3000 Ci mmoL’) utilizando T4 polinucleótido quinasa (Biolabs) según las
instrucciones de los fabricantes. Después de marcado el DNA, la polinucleétido quinasa fué
extraida con un volumen de fenol y el DNA marcado precipitado con etanol. Seguidamente
el DNA marcado fué escindido en dos fragmentos con el enzima de restricción EcoRí y el
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fragmento de 3,5 kb que contenía el extremo Y marcado complementario al sitio putativo de
iniciación del mRNA fué purificado por fraccinamiento y posterior extracción en geles de
poliacrilamida y usado como sonda.
Otro método que se usó para la preparación de las sondas, necesarias para ele
mapeo del extremo 5 - del mRNA 1, fué la amplificación de un fragmento de DNA que
contenía la secuencia complementeria al extremo putativo 5 - del mRNA 1 mediante la
reacción de polimerización en cadena (PCR). Para la amplificación se utilizó el
oligonucleótido 5 ‘-GAAATTAGAGATGATAC-3 - previamente marcado en su extremo 5 -
con [-y-32P]-ATPutilizando la polinucleótido quinasa. Este oligonucleótido, complementario
al mRNA desde la posición 1 a la 17 (coordenadas en Fig. 9), y el oligonucleótido 5’-
CCGCflAGAT1TACflG-3t complementario al mRNA desde la posición 233 a la 217
(coordenadas en Fig. 9), se utilizaron como <‘primers” en la reacción de amplificación. Dicha
amplificación se efectuó siguiendo las recomendaciones de Maniatis y cols. (1989).
Para la preparación de la sonda necesaria en el mapeo del extremo 3 - de los
transcritos del gen cliP, se marcó en su extremo 3 -, el plásmido pFU9 previamente digerido
con BanI, enzima que produce extremos 5 - protuberantes. El DNA digerido y con extremos
5 protuberantes fué marcado en su extremo 3 - usando de 40 a 80 pCi de [a-32P]-dCTP,
utilizando el fragmento carboxilo terminal de la DNA polí de E. cali según describen López
y cols. (1989), permitiendo el relleno y marcado de los extremos Y recesivos.
Posteriormente se eliminó el fragmento Klenow por extracción con un volumen de fenol y
el DNA sonda fué precipitado con etanol. Seguidamente el DNA fué escindido en dos
fragmentos con EcoPJ y el fragmento de 3181 pb que contenía el extremo 3 - marcado
complementario al sitio putativo de iniciación del mRNA fué purificado por fraccionamiento
y posterior extracción en geles de poliacrilamida y usado como sonda.
12.2. Detección específica de mRNAs
La hibridación se realizó mezclando en 50 pl la sonda de DNA conteniendo 30000
cpm, 150 Mg de RNA total, PIPES 40 nM pH 6,3, NaCí 0,4 M, EDTA 1 mM y formamida
desionizada al 70 %. Las muestras fueron calentadas a 850C durante 10 minutos e
inmediatamente después se transfirieron a un baño termostatizado a una temperatura de
hibridación que fué determinada para cada experimento, incubandose posteriormente durante
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3 horas. A las muestras hibridadas se les añadieron 50 o con 100 U de la endonucleasa Sí
diluida en. 450 pl de un tampón que contenía acetato sódico 30 mM pH 4,6, NaCí 280 mM,
ZnSO4 4,5 mM y 9 ¡xg de DNA de timo de ternera sonicado. La digestión enzimática se
efectuó mediante incubación de las muestras durante 20 minutos a 3Q0(3~
Finalizada la incubación, la reacción fué parada por inmersión del tubo a 00(3 y por
adicción de 115 pl de tampón de parada conteniendo acetato amónico 2,5 mM y EDTA 50
mM pH 8). La nucleasa 51 fué extraida añadiendo un volumen de fenol y los ácidos nucleicos
precipitados añadiendo a la fase acuosa 10 pg de tRNA y 2,5 volumenes de isopropanol. Las
muestras fueron resuspendidas en colorante BXF y para su análisis posterior se utilizó el
volumen equivalente a 3000 cpm. Los tamaños de los fragmentos protegidos de la nucleasa
51 fueron analizados en geles de poliacrilamida al 6 96 conteniendo urea SM.
13. ELECTROFORESIS DE ÁCIDOS NUCLEICOS EN GELES DE
POLIACRILAMIDA
Para la resolución de fragmentos de DNA de 50 a 500 pb se llevó a cabo en geles
verticales de acrilamida:bisacrilamida (30:0,8) al 5% en tampón TAE, conteniendo TEMED
al 0,0596 y persulfato amónico al 0,12%. Las dimensiones de los geles fueron 14,5 cm de
ancho, 14 cm de largo y 1,2 mm de espesor. La preparación de las muestras y la tinción de
los geles se realizó como se ha descrito para los geles de agarosa.
Los productos de las reacciones de secuenciación, los fragmentos protegidos de la
degradación por endonucleasa Si y los fragmentos de DNA sintetizados con transcriptasa
reversa por la extensión de “primers” anillados a mRNA, fueron separados por electroforesis
vertical en geles de poliacrilamida-urea. El tampón utilizado fué TBE (Tris base 89 mM,
ácido bórico 89 mM pH 8,3 y EDTA 2,5 mM).
En un matraz kitasato se repartió la solución acrilamida/bisacrilamida/TBE/PSA/Urea
y se desgasificó a vacío y en hielo durante 3 minutos, depués de lo cual se añadió TEMED
para iniciar la polimerización. En todos los casos los geles contenían urea 8 M y PSA al
0,06%, modificandose la concentración de acrilamida, (bisacrilamida), persulfato amónico,
TEMED, molaridad del tampón de electroforesis, asi como el tiempo de duración de la
electroforesis, dependiendo del tamaño de los fragmentos que se quisieron analizar. Después
de su polimerización, el gel se colocó en una cubeta de electroforesis vertical conteniendo
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tampón TBE y se sometió a preelectroforesis a 1200 y durante 30 minutos, tras lo cual se
cargaron las muestras. Antes de realizar dicha carga, el DNA contenido en las muestras fué
desnaturalizado por calentamiento a 960C durante 3 minutos y rapidamente enfriadas a 40(3
para evitar su renaturalización. La electroforesis se realizó a un voltaje constante de 1900 V.
14. MUTAGENESIS DIRIGIDA
Para introducir un sitio EcoRI en lugares específicos del DNA se utilizó un sistema
de mutagénesis dirigida “in vitro” comercializado por Promega. Este sistema comercial se
basa en único vector de mutagénesis, el fagémido pALTER-1, y un procedimiento para la
selección de mutantes. El vector pALTER-1 posee dos genes de resistencia a antibióticos. El
gen de resistencia a tetraciclina es funcional mientras que el gen de resistencia a ampicilina
ha sido inactivado. Durante la reacción de mutagénesis, en la cual está presente el
oligonucledtido mutagénico, se añade un olígonucicótido que restaura la resistencia a
ampicilina. Después de una ronda de transformación en una estirpe de E. cali deficiente en
el sistema de reparación de bases mal apareadas, se procede a una segunda ronda de
transformación en la cual se asegura la segregación de los plásmidos mutantes y de los
piásmidos originales. En nuestro caso, la mutación consistió en la introducción de un
sitio EcoPJ en el codón de iniciación de la traducción (AUG) de determinados genes. Debido
a ello los plásmidos mutantes se distinguieron inicialmente de los plásmidos originales por
el diferente patrón de restricción EcoRJ que presentaban ambos plásmidos. Posteriormente,
la presencia del sitio EcoRI introducido por mutagénesis se comprobó mediante secuenciación
de la zona mutagenizada presente en los plásmidos que previamente presentaban el patrón
EcoRl esperado.
La obtencion de estas secuencias de DNA mutageneizadas requirió la construcción de
fagémidos recombinantes por donación de insertos, que contenían la región de DNA que
interesaba mutar, en la región de multiclonado del fagémido pALTER- 1 (Promega) localizada
en el gen lacZ. Los fagémidos recombinantes (dsDNA) se establecieron por transformación
en E. cali JM109 tal y como se indica en el apartado 2 de este capítulo de Métodos. Las
colonias blancas que contenían los fagémidos recombinantes se seleccionaron en placas
conteniendo 10 pg mV’ de Tc, 40 pg mV’ de X-gal y 0,5 mM de IPTG. Para producir el
ssDNA del fagémido recombinante, necesario en la posterior reacción de mutagénesis, los
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cultivos se infectaron con el fago “ayudador” R408 a una multiplicidad de infección de 10 (10
fagos por célula). El ssDNA del fagémido recombinante se aisló, a partir del sobrenadante
de un cultivo infectado durante 10 horas, tal y como se indica a continuación: el fagémido
se precipitó añadiendo 0,25 volumenes de una solución conteniendo 3,75 M de acetato
amónico pH 7,5 y PEG-8000 al 20%. La mezcla se mantuvo 30 minutos en hielo y el
sobrenadante se recuperó despues de centrifugar 15 minutos. Para desnaturalizar las proteínas
de la capside del fagémido se añadió un volumen de cloroformo:alcohol isoamflico (24:1) al
sobrenadante, se mezcló y posteriormente se centrifugó. A la fase acuosa se le añadió un
volumen de fenol, se mezcló y posteriormente se centrifugó. Finalmente los ácidos nucleicos
contenidos en la fase acuosa se precipitaron con etanol.
La mutagénesis se llevó a cabo anillando 0,25 pmoles del oligonicleótido restaurador
de la resistencia a ampicilina y 1,25 pmoles del oligonucleétido mutagénico específico
fosforilados a 0,005 pmoles del fagémido recombinante (ssDNA). A continuación se extendió
la cadena mutante con DNA polimerasa del fago T4 y fué sellada con DNA ligasa del fago
t4.
Seguidamente, el dsDNA recombinante se transformó en E. cali BMI-171-18 muiS. Las
células conteniendo fagémidos recombinantes ampicilina sensibles, procedentes de la
replicación de la monocadena parental fueron eliminados de la población por crecimiento
durante la noche en presencia de ampicilina. El DNA fué extraido según el método descrito
en el apartado 2. 1 de este capítulo y se transformó en E. cali dM109 para asegurar una
apropiada segregación de los fagémidos recombinantes mutantes. Para comprobar si la
mutagénesis había tenido lugar los pl~smidos obtenidos se analizaron mediante digestión con
BeoRí y posteriormente la introducción correcta de la mutación se constató por secuenciación
de la zona mutagenizada.
15. ENSAYO DE LA ACTIVIDAD CLORANFENICOL ACETILTRANSFERÁSA
(CAT)
La actividad CAT de células de L. lactis codificada por el gen ci» presente en
plásmidos recombinantes fué determinada como se describe a continuación. Cultivos de L.
ladás conteniendo dichos plásmidos fueron crecidos en M17 durante 12 horas en presencia
de una concentración final de treonina 40 mM. Los cultivos fueron suplementados con Cm
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a 5 gg mV’ (excepto en el caso de células conteniendo pFLlO, que recibieron Tc a una 1 Mg
ml’). Este cultivo sirvió para inocular 20 ml del mismo medio para dar una absorbancia
inicial a 660 nm de 0,05.
Cuando el cultivo llegó a una absorbancia de 0,4, las células se centrifugaron y se
resuspendieron en 200 pl de tampón A (Tris-HCI pH 7,8 50mM, EDTA lmN4, PMSF 0,1
mM, DTT SOMM y lisozima 125 pg mt’). A continuación las células se sometieron a 6 ciclos
de sonicación de 20 segundos cada uno, en un sonicador modelo Sonifier Celí Disruptor B-12
(Branson Sonic Power Company). La actividad CAT presente en los extractos fué
determinada según el método descrito por Shaw (1975). Una unidad de actividad CAl es
definida como la cantidad de enzima catalizando la acetilación de 1 nmol de cloramfenicol
por minuto a 370C. Los valores de actividad CAT fueron referidos a la concentración de
proteinas de las muestras. Esta concentración se determinó mediante el sistema BCA, que se
utilizó según las instrucciones del fabricante (Pierce).
16. ENSAYOS DE TRANSPORTE DE CITRATO
Para determinar el transporte de citrato en L. lactis, los cultivos bacterianos fueron
crecidos hasta una absorbancia de 0,4 a 660 nm, posteriomente sedimentados por
centrifugación y finalmente resuspendidos en 650 pl de tampón fosfato sódico (Na
2HPO4 25
mM, pH 5,5; 3mM MgSO4) para dar una concentración final de 1-2 x i0~ células m1’.
Después de la adición de 12 pCi [1,5-’4C]-citrato(83,8 mCi mmot’) 12 gM, las células
fueron incubadas a 300(2, extrayendose alicuotas de 100 ~l a diferentes tiempos y
recogiendose en filtros Millipore HA de 45 pm. La incorporación de [‘4C]-citratopor las
células fué medida como describieron previamente Sesma y cols. (1990).
La determinación del transporte de citrato en E. cali fué realizada tal y como
describieron previamente Sesma y cols. (1990).
17. CONSTRUCCIÓN DE LOS PLASMIDOS pFL3, pFL4 Y pFL6 DERIVADOS
DEL PLASMIDO LACTOCOCICO pCIT264
El plásmido pFS21, hibrido constituido por pCIT264 y el vector pUdE, fué utilizado
como origen de DNA para el subclonación de distintas regiones del plásmido pCIT264 (Cite).
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El plásmido pFL3 se construyó tal y como se esquematiza en la Fig. 4: el plásmido
pFS2I fue digerido con Sail y Dg111, los extremos protuberantes fueron rellenados y uno de
los fragmentos resultantes de la digestión con un tamaño de 7,4 kb y conteniendo el gen cliP
de pCIT264 (fragmento A), fue purificado. El plásmido pSM29 (Martinez y cols. (1987)),
que contiene el gen polA de Streptacaccus pneumoniae, fue digerido con los enzimas de
restricción EcoRI y Miel y los extremos protuberantes rellenados. El fragmento de DNA
BeoRí-Miel de 3,0 kb (fragmento B) que contiene el gen caí del plásmido pCí94 y el
promotor del gen polA de 5. pneumoniae (P~¿ fue purificado. Los fragmentos A y B fueron
ligados y la mezcla de ligación fue usada para transformar E. coli MC1O61. El plásmido
resultante, denominado pFU 1, contiene el gen cliP bajo el control de ~poU• A continuación
pFU1 se digirió con las enzimas de restricción HindIII y BcoRI y los extremos protuberantes
fueron rellenados. El fragmento de DNA de 7,7 kb purificado se ligó al plásmido vector
pLSl previamente linearizado con EcoRI y con sus extremos protuberantes rellenados. La
mezcla de ligación se utilizó para transformar 5. pneumoniae. El plásmido resultante,
obtenido mediante selección para resistencia a Cm, se denominó pFL1. Posteriormente se
procedió a la eliminación del gen caí del plásmido pFLI mediante digestión con BglII. El
fragmento de DNA BglII de 11,0 kb fué recircularizado mediante ligación y utilizado para
transformar un cultivo competente de 5. pneumoniae. El plásmido resultante fue obtenido
mediante selección para Tcr y se denominó pFL3. Finalmente pFL3 fue transferido a la
estirpe MG1363 mediante electroporación.
El plásmido pFL6 fue construido por digestión de pFL3 con las enzimas de restricción
BglII y BspEI. El fragmento de DNA BglII-BspEI de 10,2 kb se recircularizó mediante
ligación y de esta manera se eliminó el fragmento de DNA BglII-BspEI de 816 pb que
contiene el promotor ~ El plásmido pFL6 fue establecido en 5. pneumaniae.
Para la construcción del plásmido pFL4, el plásmido pFS2l se digirió con las enzimas
de restricción BcoRI y ClaI. El fragmento de DNA BcoPJ-ClaI de 6,1 kb, resultante en esta
digestión, fue purificado y sus extremos protuberantes rellenados. Este fragmento, que incluye
el gen cliP de pCIT264, fue donado en el sitio de restricción EcoRI previamente rellenado
del vector pLS 1. El plásmido resultante, pFL4, fue establecido en 5. pneumoniae. Los
plásmidos pFL4 y pFL6 fueron posteriormente transferidos por electroporación a L. lactis
MG1363.
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Fig. 4. Esquema diagramático de la construcción de los plésnildos pFL3, pFL4 y pFLÓ. Los genes se
transcriben en la dirección indicada por las flechas. Abreviaturas: cii?, gen que codifica para la citrato permeasa
P; Ha, gen que codifica para la fl-Iactamasa; poU, gen que codifica para la DNA potimerasa ¡ de S.
pneumoniae; cci, gen que codifoca para la cloranfenicol acetiltransferasa; te¡-L, gen que codifica para la proteína
que confiere resistencia a tetraciclina. P, promotor transcripcional del gen po/A. Los segmentos representan:
negro, pUsrnido lactocócico pCIT264; blanco, inserto cromosémico estreptocócico. Las líneas continuas y
discontinuas representan, respectivamente, el vector pLSI y el vector pUCIS. S6io se indican los sitios de
restricción relevantes de cada plásrnido.
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1. CJTP ES EL UNICO GEN REQUERIDO PARA EL TRANSPORTE DE CITRATO
EN L. ladis Novar diacetylactis
Previamente al inicio de este trabajo, dos grupos de investigación, Sesma y cols.
(1990) y David y cols. (1990), habían obtenido plásmidos recombinantes denominados
respectivamente pFS2l y pNZ67AE, basados en vectores de E. cdi, que contienen el
plásmido lactocócico de 8,0 kb que codifica para la citrato permeasa P (CitE>) de L.lactis
biovar diacetylactis. Ambos plásmidos recombinantes capacitan a E. coli para transportar
citrato a su interior mostrando una expresión funcional del gen cliP en dicho huésped.
David y cols. (1990) sugirieron que cliP era el único gen requerido para el transporte
de citrato en E. coil. Sin embargo, Jahns y cols. (1991) mostraron que en el huésped original,
L. ladtis, se requiere, para la utilización de citrato, la presencia de la región de DNA que
precede a dicho gen en el plásmido Cit~.
Con el objeto de determinar si cliP es el único gen esencial para el transporte de
citrato en L. Lactis biovar diacetylactis, se construyeron los plásmidos pFL3, pFL4 y pFL6
(Fig. 5) y se transfirieron a la estirpe MG1363 deL. lactis carente de plásmidos. Los detalles
sobre su construcción aparecen recogidos en el apartado 17 del capítulo de Métodos y en la
Fig. 4. Estos plásmidos recombinantes contienen distintas regiones del plásmido pCIT264
(Cit~) donadas en el vector de amplio espectro de huésped pLS 1.
Las estirpes de L. lactis MG1363 conteniendo pFL3, pFL4 o pFL6 fueron utilizadas
para realizar ensayos de transporte de citrato. La medida de incorporación de citrato se
efectuó con células enteras por determinación de la acumulación intracelular de citrato tal y
como se indica en el apanado 16 del capítulo de Métodos. Los resultados obtenidos con estos
ensayos aparecen recogidos en la Fig. 6.
El plásmido pFL4, que contiene el fragmento BcoPJ-ClaI de pCIT264, confirió la
capacidad de transportar citrato a L. lactis MG1363 (Fig. 6). Este resultado demuestra que
la región localizada “downstream’ del gen cliP, en el fragmento ClaI-EcoRI, no es necesaria
para el transporte de citrato en L. lactis. Cabe la posibilidad que la región comprendida entre
el terminador del gen cliP y el sitio CIaI sea necesaria para el transporte de citrato. Sin
embargo, esta última posibilidad es improbable debido a que en dicha zona está contenido un
elemento semejante a una secuencia de inserción (IS) y a la inexistencia de OREs
significativas en su secuencia (David y cols., 1990 y Jahns y cols. 1991).
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Hg. 5. Mapa físico del plásmido lactocécico pCIT2G4 y sus derivados pFL3, pFL4 y pFL6. Los genes se
transcriben en la dirección indicada por las flechas. Abreviaturas: citP, gen que codifica para la citrato permeasa
1’; P,~, promotor del gen po/A de S. pneumornae; te¡-L, gen que codifica para la proteína que confiere la
resistencia a tetraciclina. Los segmentos representan lo siguiente: rayado, plásmido lactocócico pC1T264; negro,
fragmento de DNA del pl~smido vector pLSI; blanco, fragmento de DNA del plísnildo pSM29. Sólo se
muestran los sitios de restricción relevantes para este estudio.
El requerimiento para el transporte de citrato, del fragmento EcoRI-BglII de pCIT264
que precede al gen cii?, fue examinado en las estirpes MG1363/pFL3 y MG1363/pFL6
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(Fig.6). El plásmido pFL3 que contiene cirP bajo el control de P~0~ confirió a la estirpe
MG1363 una capacidad para acumular citrato dos veces superior a la mostrada por la estirpe
MG1363/pFL4. Sin embargo, la presencia del plásmido pFL6, que carece de P, en la
estirpe MG1363 no revertió el fenotipo CV de la estirpe MG1363. Este resultado pone de
manifiesto la necesidad del promotor estreptocócico (P~~) para la transcripción de cliP en el
plásmido pFL3.
Todos estos resultados indican que unicamente se requiere cliP para el transpone de
citrato en L. lactis, a la vez que ponen de manifiesto la necesidad de las secuencias de DNA
que preceden inmediatamente a este gen para su expresión.
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Hg. 6. Transporte de citrato en estirpes deL. ladis 1461363 (o), MG1363/pFL3 (El), MG1363/pFL4 (U),
MG1363/pFL6 (e). Las bacterias se crecieron en medio MI?. La incorporación de (‘4C].citrato por células
enteras se midió según se detalla en el apartado 16 del capítulo de Métodos. Cada punto es la media de al menos
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2. TRANSCRIPCION DEL GEN CJTP EN L. lactis biovar diacetylactis
Con el objeto de caracterizar la expresión del gen cliP a nivel transcripcional, en su
huésped original, L. lactis, se procedió al análisis de sus mRNAs por hibridación mediante
Northem blot, según se describe en el apartado 10 del capítulo de métodos.
Para ello los RNAs extraídos de cultivos de L. lactis biovar d¡acetylactis CRL264’
y L. lactis MG1363/pFL3, crecidos hasta una absorbancia de 0,4, fueron fraccionados en
geles de agarosa, y transferidos a membranas de nitrocelulosa, según se describe en el
apanado 10 del capítulo de Métodos. La detección de los mRNAs específicos se efectuó por
hibridación con una sonda (sonda 1, mostrada en Fig. 7), que incluye los 206 primeros
codones del gen cliP. Para preparar dicha sonda se construyó el fago recombinante FMi, que
contiene el fragmento BglII-BamHl de 0,9 kb del plásmido lactocócico pCIT264, en el sitio
BamHI del fago Ml3mpl8. El DNA monocatenario circular de dicho bacteriófago se utilizó
como molde para la obtención de la sonda según se describe en el apartado 10.3.1 del
capítulo de Métodos.
La detección de los transcritos del gen cliP con la sonda 1 (Fig. 7, calles 1 y 2),
reveló la presencia de dos mRNAs en la estirpe CRL264 (Fig. 7, calle 1), el mayor de ellos
con una longitud aproximada de 2900 nucleótidos, al cual se denominó mRNA1 y el menor
con una longitud aproximada de 1900 nucleótidos, al cual se denominó mRNA2. Con el
objeto de determinar si la región 5 - de estos mRNAs estaba incluida en el fragmento BcoRV-
BeaRV de pCIT264, se utilizó como sonda el DNA del plásmido pFU8 (Tabla 2), que
contiene dicho fragmento donado en el vector pUCí8 (sonda 2, mostrada en Fig. 7). El
mRNA1 de 2900 nucleótidos sintetizado por la cepa CRL264 fue el único transcrito detectado
con esta sonda (Fig. 7, calle 4). Este resultado muestra que la región 5’ del mRNA1 está
localizada en el fragmento BcoRV-BcoRV que precede al gen cliP. Además, el sitio de
iniciación del mRNA2 debe estar situado en el fragmento BeoRV-BglII, puesto que la estirpe
MG1363/pFL3 no produce el transcrito de 1900 nucledtidos (Fig. 7, calle 2).
‘Esta estirpe natural contiene el plásmido pCIT2Ó4 que codifica para la citano permeasa P.
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El plásmido pFL3 carece del fragmento BcoRV-BglII adyacente al extremo 5 - del gen
cliP (Fig. 5) y codifica un único transcrito de 2100 nuc]eótidos detectado con la sonda 1 (Fig.
7, calle 2). El tamaño del transcrito coincide con una iniciación de la transcripción a partir
del promotor P,,~ y una terminación en el terminador transcripcional p-independiente
adyacente al extremo 3 - del gen cliP, propuesto por David y cols. (1990). Como se esperaba,
no se detectó señal de hibridación con el RNA obtenido de la estirpe MG1363/pFL3 cuando
se hibridó con la sonda 2 (Fig. 7, calle 3).
Estos resultados muestran que el gen cliP se transcribe en dos especies moleculares
de mRNA (mRNA1 y mRNA2), presumiblemente a partir de dos secuencias promotoras en
L. lactis Novar diacetylactis.
3. SECUENCIACION DE LA ZONA QUE PRECEDE AL GEN CITP
Los resultados descritos en el apanado anterior indicaban que los extremos 5 - del
o.,
mRNAl y del mRNA2 están situados respectivamente a 1500 y 500 nucleótidos
aproximadamente del extremo 5 - del gen cliP. Con el objeto de localizar las secuencia~
promotoras putativas de la transcripción del gen cliP en L.Lactis biovar diacetylactis, se
determinó la secuencia de 1586 nucleótidos que preceden a dicho gen. La determinación de
la secuencia de nucleótidos se efectuó mediante el método descrito en el apanado 7 del
capitulo de Métodos. Para ello se construyeron los plásmidos recombinantes pFU4, pFU5,
pFU7, pEUS y pFU9 (descritos en la Tabla II), a partir de varios fragmentos de restricción
del plásmido pCIT264, que fueron donados en el plásmido vector pUCIS. La estrategia de
secuenciación, asi como la longitud de la secuencia de nucleótidos obtenida con cada primer
utilizado, están recogidas en la Fig. 8. Asimismo, la secuencia de nucleótidos obtenida y los
marcos de lectura abierta inferidos a partir de ella se muestran en la Fig. 9.
La inspección de la secuencia obtenida, mostró la presencia de dos promotores
putativos para la transcripción de dicho gen, denominados Pl y P2. La transcripción a panir
del promotor putativo Pl daría lugar a un mRNA de 2914 nucleótidos y el promotor putativo
P2 daría lugar a un mRNA de 1924 nucleótidos, asumiendo que el extremo Y de dichos
transcritos estuviera localizado en el terminador p-independiente putativo adyacente al gen
cliP. Las longitudes de estos transcritos corresponderían aproximadamente a los tamaños
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determinados por hibridación mediante Northern blot para mRNAl y mRNA2,
respectivamente.
Asimismo se observaron dos marcos de lectura abiertos (ORFs) putativos parcialmente
solapadas que se denominaron cUQ y cid?. Ambas ORFs estaban situadas delante de cliP y
con la misma polaridad que este gen. Los genes ciíQ y clíR podrían codificar para la sintesis
de dos polipeptidos de 3876 y 13087 Da respectivamente. En el caso de que los promotores
putativos encontrados fueran funcionales, cirQ, clíR y cliP estarían incluidos en ambos
transcritos.
ORFI cliR dR
czzzzzt’
><
8 g
u’
09’ 080
07
06
03 04
Dl 02
05
¡00 nt
II
3 Hg. 8. Estrategia de secuenciación de la zona que precede inzned¡atamente al gen cix? en el plá~mido
pCIT2Ó4. Abreviaturas: cii?, gen que codifica para la citrato permeasa P; clíR, gen que codifica para EL
polipéptido CitR; cirQ, gen que codifica el polipéptido putativo CitQ. Las flechas indican la estrategia deu secuenciacién de la zona que precede inmediatamente al gen cii?, indicando cada una de ellas el inicio, la
dirección y la longitud de la secuencia obtenida a partir de cada uno de los fragmentos, según se describe en
el apanado 7 del capítulo de Métodos.
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Otra observación destacable en la inspección de la secuencia fué la ausencia de ORFs
en los 983 nucleótidos que separan Pl y P2 en la hebra que codifica para citQ, ciii? y ciíP.
Sin embargo, en la hebra complementaria se observó un marco de lectura abierto,
denominado ORFí, que podría codificar para un polipéptido de 33675 Da. El promotor
putativo de este gen fue denominado P3 y estaría situado en la hebra complementaria y
solapando con el promotor P2, de manera que la región -35 de P3 estaría situada entre la
región —35 y la región —10 de P2, tal y como se indica en la Figura 9.
Finalmente se observaron dos repeticiones directas de 17 pb que flanqueaban a ORF 1.
La repetición mas cercana a cliP se encuentra solapando con los promotores putativos P2 y
P3 (Fig. 9).
4. CARACTERIZACION DE LAS SENALES TRANSCRIPCIONALES DE CJTP EN
L. lactis.
Con el objeto de caracterizar los sitios de iniciación de los dos mRNAs transcritos de
cliP detectados en L. lactis biovar diacetylactis, se procedió a determinar el extremo 5 - de
dichos mRNAs, mediante mapeo por endonucleasa Sí y/o por la técnica de extensión del
primer.
La localización del sitio de iniciación de los mRNAs específicos de ciíP mediante
mapeo con endonucleasa Sí se efectuó tal y como se indica en el apanado 12 de Métodos.
Para ello se aislaron los RNAs totales a partir de cultivos de L. lactis biovar d¡acetylactis
crecidos hasta una absorbancia a 660 nm de 0,4 (fase exponencial) o de 1,2 (fase
estacionaria). A continuación los RNAs se hibridaron a 420C (Fig. 4 calles 1 y 2), 470C ó
490C (datos no mostrados) con una sonda que contiene el fragmento de DNA EcoRI-BglII de
3,5 kb del plásmido pCIT264, marcado radiactivamente en el extremo 5 - previamente
generado por digestión con BglII. La preparación de la sonda se describe en el apanado 12
del capítulo de Métodos. Posteriormente los híbridos DNA—RNA fueron tratados con
endonucleasa Sí y los fragmentos protegidos analizados en geles de poliacrilamida-urea (Fig.
10). La sonda utilizada debería proteger los extremos 5 de los dos mRNAs específicos de
cliP permitiendo teoricamente, la localización de los sitios de iniciación de dichos transcritos.
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protegidos que se detectaron tenían una longitud de 237 y 239 pb. Por lo tanto dicho mRNA,
se inicia en los nucleótidos 1120 (A) y 1123 (6), como se indica en la Fig. 9. Situado
delante del sitio de iniciación se encuentra localizada la secuencia del promotor P2, con una
región -35 ATGAAA y una región —10 TAAAAA separadas por 17 nucleótidos.
La sonda utilizada para proteger ambos transcritos también permitió situar el inicio
del mRNA1, a una distancia aproximada de 1200 nucleótidos del sitio BglII. Tomando como
referencia este dato, el inicio del mRNAl se determinó utilizando dos técnicas: la técnica de
extensión del “primer” y el mapeo por digestión con endonucleasa Sí -
La determinación del inicio del mRNAl mediante la técnica de extensión del ‘primer’
se llevó a cabo como se indica en el apartado 11 del capítulo de Métodos. El oligonucleótido
de 17 mer que se utilizó como “primer” en la reacción de extensión fue el siguiente: 5’—
GAAA’fl?AGAGATGATAC-3’. La secuencia de este oligonucleótido es complementaria a
la del mRNAl desde el nucleótido 233 al nucleótido 217 en la Fig. 9.
Para la determinación del sitio de iniciación del mRNAl mediante el mapeo por
digestión con nucleasa 51 se procedió según se indica en el apanado 12 del capítulo de
Métodos. En esta ocasión la sonda utilizada consistió en un fragmento de 233 pb
(coordenadas 1-233 en Fig. 9), que contenía la secuencia complementaria al inicio putativo
del mRNAI - Dicho fragmento se obtuvo por amplificación mediante la reacción de
polimerización en cadena según se describe en el apanado 12. 1 del capítulo de Métodos.
Ambas técnicas produjeron resultados similares, mostrando que el mRNA1 comienza
en los nucleótidos 104 (A) y 106 (A) (coordenadas en la Fig. 9). Dependiendo de la técnica
utilizada, se observaron una o dos bandas adicionales (Fig. 11, calles 10—13 6 1). Una de
estas bandas adicionales, que correspondería a un transcrito iniciándose en el nucleótido 121
(G) (coordenadas en la Fig. 9), aparecía sistemáticamente al utilizar la técnica de mapeo con
endonucleasa Sí (Fig. 9, calles l0—13). Esta banda se observaba independientemente de la
concentración de la nucleasa y de la temperatura de hibridación utilizadas (Fig. 11, calles 10—
13). Situado delante del extremo 5’ del mRNAl aparece la secuencia del promotor Pl, con
una región —35 TTGCGA y una región -10 TAGAAT separadas por 17 nucleótidos.
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Los resultados obtenidos muestran que durante todas las fase exponencial del
crecimiento, se sintetiza mayoritariamente el mRNAl (Fig. 13, calles 1, 2 y 3) y en menor
cuantía el mRNA2. Sin embargo, en la fase estacionaria del crecimiento se detecta
primordialmente el mRNA2 (Fig. 13, calle 5). Estos resultados indican que la expresión del
operón cixQRP se mantiene constante durante la fase exponencial del crecimiento y que los
niveles de transcripción durante la fase estacionaria están reducidos.
Como control de las variaciones de síntesis de mRNA durante el crecimiento
bacteriano se analizó, mediante Northern blot y con la misma sonda, el mRNA específico de
citP sintetizado por la estirpe MG1363/pFL3 en las fases exponencial (0,4) y estacionaria
(1,2) del crecimiento. El plásmido pFL3 contiene el gen cliP bajo el control del promotor
Los resultados obtenidos (no mostrados) no reflejaron diferencias en la cantidad de
transcritos especificos de cliP sintetizados a partir de P1,<,,., en las fases exponencial y
estacionaria del crecimiento. Ello indica que la disminución de la síntesis de los transcritos
especificos de cliP, detectada en la estirpe CRL264 en la fase estacionaria del crecimiento,
son debidas a una utilización diferencial de los promotores naturales Pl y P2 por la RNA
polimerasa de L. lactis en la distintas fases del crecimiento y no a una deplección
generalizada de la transcripción -
Los resultados mostrados en la Fig. 13 también indican que de las dos especies
moleculares de mRNA a partir de las cuales se transcribe cliP, mRNA1 se sintetiza
primordialmente en las fases exponencial del crecimiento, mientras que mRNA2 se sintetiza
en todas las fases del crecimiento bacteriano. Estos resultados podrían parecer contradictorios
con los obtenidos al determinar el sitio de iniciación de los mRNAs (apartado 4 de este
capítulo de Resultados). Sin embargo, resultan compatibles si se tiene en cuenta las
diferencias existentes entre las dos técnicas utilizadas y entre las dos sondas empleadas. En
el caso del mapeo con endonucleasa Sí, durante la hibridación con la sonda EcoRI-BglII debe
existir una competición entre el mRNAl y mRNA2, estando favorecida la hibridación para
mRNA 1 debido a su mayor longitud de complementariedad con la sonda. En el caso de la
hibridación realizada mediante Northem blot, los mRNAs son separados físicamente antes de
su hibridación con la sonda BglIl—BamHI. Además, ambos mRNAs presentan el mismo grado
de complementaridad con la sonda. Por tanto, no existe ni competición, ni discriminación
entre los dos tipos de mRNAs durante la hibridación. Así, puesto que en la fase exponencial
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La falta de detección, del inicio del mRNA2 en la fase exponencial de crecimiento,
podría ser debida a las causas antes expuestas o a una carencia de utilización de P2 por la
RNA polimerasa de L.lactis durante el crecimiento exponencial. Para discriminar entre estas
dos hipótesis, se decidió analizar la expresión del gen cliP en ausencia del promotor Pl. Para
realizar este estudio se procedió a la construcción del plásmido pFL7 por digestión de pFL4
con EcoRV y posterior recircularización del fragmento EcoRV-EcoRV de 8,5 kb. El plásmido
pFL7 fue establecido en S. pneumoni-ae y posteriormente transferido a L.lactis MG1363.
Este plásmido contiene el gen cliP, unicamente bajo el control del promotor P2, ya que el
promotor Pl se encuentra en el fragmento EcoRV—EcoRV de 2,0 kb presente en pFL4 y
delecionado en pFL7.
Los RNAs totales extraídos de cultivos en fase exponencial de L. lactis MG1363
conteniendo el plásmido pFL7, fueron analizados por hibridación mediante Northem blot con
la sonda 1 (Fig. 14), que incluye los 206 primeros codones de cliP.
Como era de esperar la estirpe portadora de pFL7 unicamente sintetiza el mRNA2 y
no el mRNA 1, confirmando la utilización de P2 en la fase exponencial del crecimiento
bacteriano (Fig. 14, calle 2). Con esta misma sonda y por hibridación mediante Northem blot
se analizaron los mRNAs específicos de cliP, que produce L.Lactls MG1363 conteniendo el
plásmido pFL4 (Fig. 14, calle 1). Este plásmido recombinante, que lleva donado el
fragmento EcoRI-ClaI del plásmido pCIT264, codificó para los mismos transcritos (mRNAL
y mRNA2), que el plásmido parental pCIT264 presente en la estirpe CRL264 de L. ladtis
biovar d¡acetylactis. Este resultado muestra que los promotores Pl y P2 son utilizados por
subespecies distintas de L. ladis.
6. PROCESAMIENTO DEL mRNAL EN L. ladis
La observación de diferentes cantidades de mRNAl y mRNA2 en varias preparaciones
de RNA procedentes de cultivos bacterianos exponenciales de L. lactis conteniendo plásmidos
Cit~ (Figs. 7, 13 y 14), sugerían la posibilidad de que el mRNA1 fuera procesado por
ribonucleasas bacterianas, generando una especie molecular de tamaflo similar al mRNA2 e
indistingible de éste en las hibridaciones realizadas mediante Northem blot.
Para contrastar esta hipótesis, se inspeccionó en primer lugar la secuencia situada
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adyacente al promotor P2 en busca de una estructura secundaria que sirviera de posible diana
para la acción de dichas ribornicleasas. Para este Fm se usó el programa Foid (Zuker y
Stiegler, 1981) de la Universidad de Wisconsin GCG package (Devereux y cols., 1989).
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Fig. 15. Estructura putativa secundaria propuesta de la región implicada en el procesamiento del mRNAI.
Se muestran los nucleétidos comprendidos entre la coordenada ¡139 a la 1227 de la Fig. 9. La secuencias de
Shine-Dalgarno (50) y los codones de inicio de la traducción de ci¡Q Y dR se muestran como flechas dobles.
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El programa predijo una estructura secundaria putativa compleja con una energía libre
de -31,2 ¡<cal mol’ (Fig. 15) situada detrás y a 19 nucleótidos del extremo 5’ del mRNA2.
(nucleótidos 1139 a 1227 en Fig. 9).
Con el objeto de comprobar si esta estructura actuaba como diana para ribonucleasas
que originasen con su acción mRNAs procesados, se tomo ventaja del hecho de que la Rf sea
un inhibidor específico de las RNA polimerasas bacterianas. La adición de este antibiótico
a los cultivos y su posterior incubación permite analizar el destino de los mRNAs sintetizados
por las células, previamente al tratamiento, en ausencia de sintesis de novo de mRNA. Así,
un cultivo de L. ladis biovar diacetylact¡s CRL264 en fase exponencial del crecimiento fue
tratado con Rf, a una concentración de 200 ~g ml’ - Tras la adicción de Rf a los tiempos
indicados en la Fig. 16, se tomaron alícuotas y se extrajeron los mRNAs totales, según se
indica en el apanado 8 del capítulo de Métodos. Para detectar las especies moleculares de
RNA originadas como consecuencia del posible procesamiento, los RNAs totales se
fraccionaron en geles de agarosa, se transfirieron y se hibridaron con las sondas 1 y 2, las
cuales flanquean la estructura secundaria predicha (Fig. 16).
El mRNAL fue detectado con ambas sondas (Fig. 16). Sin embargo, se observaron
diferentes productos, generados aparentemente por procesamiento del mRNA1, dependiendo
de la sonda utilizada. De esta forma con la sonda 1 se detectó un fragmento de RNA con un
tamaño aproximado de 1000 nucleótidos, que podría corresponder a una especie molecular
de mRNA comenzando en el extremo Y del mRNAl y terminando en la estructura
secundaria. Con la sonda 2 se observó la acumulación de un mRNA de 1900 nucleótidos y
su conversión con el tiempo en un fragmento de 1500 nucleótidos. El fragmento de 1900
nucleótidos podría ser explicado como un RNA que comenzara en la estructura secundaria
y terminara en el extremo 3 - del mRNA 1. La observación de que el tamaño del fragmento
mas pequeño detectado con la sonda 2 (1500 nucleótidos) coincidiera, aproximadamente con
la longitud del gen cliP, es sugerente. Este resultado podría indicar que después de un
procesamiento inicial del mRNAI en dos fragmentos, la región 5’ del fragmento de 1900
nucleótidos, que contiene el gen ciii? truncado, sería susceptible a degradación por
ribonucleasas. Sin embargo, la región 3 - de dicho fragmento, que contiene el gen cliP, podría
tener una vida media mas larga, debido a la protección que suministran los ribosomas al
traducir dicho gen.
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7. REGULACION POST—TRANSCRIPCIONAL DE LA EXPRESION DEL GEN CITP
POR EL PRODUCTO DEL GEN CITR EN L. ladis
Los experimentos mostrados en el apanado 1 de este capítulo demostraban que el gen
ciii? no se requiere para el transpone de citrato en L. ladtis. Como consecuencia el producto
génico CitR, no está directamente implicado en el transpone de citrato. Estos resultados
indujeron a suponer que CitR podría tener un papel regulador en la expresión de cliP.
Con el objeto de comprobar esta hipótesis, se analizó la influencia de CitR sobre la
expresión de cliP a nivel transcripcional y post-transcripcional. Para ello se construyó una
fusión génica caí-cliP, usando el gen, que codifica la cloranfenicol acetiltransferasa (CAT)
procedente del plásmido pC194 como indicador o “reporte?’. Con esta fusión y utilizando
diferentes situaciones génicas, era posible cuantificar el efecto que ciii? pudiera tener sobre
la expresión de cliP, por las variaciones observadas en los niveles de actividad cloranfenicol
acetiltransferasa (CAT) presentes en extractos crudos de cultivos bacterianos, según se indica
en el apartado 15 del capítulo de Métodos.
Debido a la inexistencia de vectores para llevar a cabo fusiones traduccionales en L.
ladis, el primer paso para la obtención de la fusión caí-cliP fue la previa construcción de un
vector, que tomando como indicador el gen caí, sirviera para fusionar con éste, ciíP u otros
genes.
El nuevo vector para fusiones traduccionales, denominado pFLlO, se construyó
donando el fragmento de 1.1 kb MboI del plásmido pJS3 (Ballester y cols., 1986 y Fig. 17),
que incluye el gen ca: de pCl94, en la diana BamHl del sitio de multiclonado del fagémido
pALTER—1 (Promega) (Fig. 17), para dar lugar al plásmido recombinante pFAL6 (Hg. 17).
Sobre el plásmido recombinante pFAL6 y mediante mutagénesis dirigida, tal y como se indica
en el apanado 14 del capítulo de Métodos se introdujo un sitio EcoPJ solapando con la G del
codón ATG de iniciación de la traducción del gen caí (Hironouchi y Weisblum, 1982)
utilizandoeloligonucleótidomutagénico5 -TATCAAATGAATTCCflTAATAAAA—3 - para
dar lugar al plásmido recombinante pFAL7. El gencaí mutado se liberó de pFAL7 mediante
digestión EcoRI-HindIII y se clonó en el plásmido vector pLSl por sustitución de su
fragmento EcoRI—HindIII para dar lugar al plásmido pFLLO (Fig. 17).
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Hg. 17. Esquema diagramático de la construcción del phlsmido pFLIO. Abreviaturas: Ha, gen que codifoca
para la fl-lactamasa; cal, gen que codifoca para CAT <represantado por el segmento negro); tet-L, gen que
codifica para la proteína que confiere resistencia a tetraciclina.
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Para construir la fusión entre cliP y el gen cm y siguiendo la misma estrategia que se
describe en el párrafo anterior, se introdujo un sitio EcoRil en el codón de iniciación del gen
cliP dando lugar al plásmido recombinante pFAL4 (Fig. 18). En este caso la mutagénesis
dirigida se realizó sobre el fragmento EcoRl—ClaI de pCIT264 previamente donado en el
fagémido vector pALTER—l (pFAL1), usando el oligonucleótido mutagénico 5—
ATGCGGGTGAATTCATCAT—3 -. La región precedente al gen cliP y que incluye sus
señales transcripcionales y traduccionales fue liberada de pFAL4 por digestión con EcoRI y
subclonada en el sitio único EcoPJ de pFLlO para dar lugar al plásmido recombinante pFLl2
(Fig. 18). Este plásmido contiene el gen caí mutado bajo el control de las señales
transcripcionales y traduccionales del gen cliP y codifica para una cloranfenicol acetil
transferasa con un aminoácido extra Ser3. pFL12 fue establecido en S. pneumoniae y
posteriormente transferido por electroporación a L. ladis.
Para examinar la influencia que pudiera tener el polipéptido CitR sobre la expresión
de cliP se construyó el plásmido pFI2O. Para ello los oligonucle¿tidos siguientes: 5 --
rrrAAACCATGGCGACAACAAAAA-3 y 5 -AAAGGATCCTCITCflATAflCCTA—3 -
fueron sintetizados mediante PCR y posteriormente utilizados para amplificar un segmento
de DNA incluyendo el gen cli? desde el codón de iniciación hasta el codón de terminación
de dicho gen (coordenadas 1212 a 1546 en Fig. 9). Para facilitar la donación del fragmento
amplificado en el vector de expresión pETL íd, ambos oligonucleótidos fueron sintetizados
de manera que el producto de 334 pb contenía el sitio NcoI solapando con el codón de
iniciación de la traducción de ciii? y el sitio BamHI “downstream” de este gen. A
continuación el producto obtenido por PCR fue donado entre los sitios Ncol y BamHI de
pETí íd, dando lugar al plásmido pCM6 (Fig. 19). Posteriormente, ciii? fué situado bajo el
control del promotorpolA de S. pneumoniae. Para ello, pCM6 fue linearizado por digestión
con XbaI y después de rellenar los extremos recesivos, fue ligado con el fragmento BglII—NheI
de 1,1 kb, previamente tratado con el frágmento Klenow de la DNA polimerasa de E. coil
para generar extremos romos. El plásmido resultante, denominado pCM7 (Fig. 19), fue
digerido con EcoRV para liberar un fragmento de DNA que contenía el gen ciii? bajo el
control del promotor polA. Dicho fragmento fue donado en el sitio único BamHI del vector
de bacterias gram positivas, pIL253 (Fig. 19) para dar lugar al plásmido pFI2O. Este
plásmido fue inicialmente establecido en fi. subtills y posteriormente transferido por
electroporación a L. lactis MG1363 conteniendo pFLl2.
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Hg. 18. Esquema diagramaitico de la construcción del plásmido pFL12. Abreviaturas: Ha, gen que codifoca
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Con el fin de descartar que las diferencias observadas se debieran a una mayor
utilización de los promotores Pl y/o P2 y por lo tanto a un aumento en la cantidad de los
mRNAs correspondientes, se analizaron los RNAs totales procedentes de cultivos de L.lactis
MG1363 conteniendo pFL12 ó pFLl2 y pFI2O. El análisis de estos RNAs se realizó por
hibridación mediante Northern blot, utilizando una sonda que contenía el gen caí donado en
el fagémido pALTER. Los resultados de este experimento muestran (Fig. 20) que no hay
diferencia en la cantidad de mRNAs específicos sintetizados a partir de Pl y de P2 por una
u otra estirpe. Por tanto, el efecto de CitR sobre la síntesis de CitP se ejerce a nivel post—
transcripcional.
Para analizar la influencia de ciii? en ch sobre la expresión de CitP se construyó el
plásmido pFLl3 (Fig. 21). Este plásmido se generó interrumpiendo el gen ciii? en el plásmido
mediante digestión con BglII, relleno de los extremos protuberantes generados y
recircularización del DNA resultante mediante ligación. Así el plásmido pFL 13, contiene una
adición de 4 nt que cambia el marco de lectura de ciii? y da lugar a un polipéptido truncado
de 65 aa y 7584 Da. Los extractos preparados a partir de estirpes de L. ladtis
MG1363/pFLl3 mostraron una actividad CAT dos veces inferior a los extraidos de L. lactis
MG1363/pFL12 (Tabla IV versus Fig. 20). El análisis de los mRNAs específicos cliP-caí
extraidos de estirpes de L. ladis conteniendo bien pFL12 o bien pFLl3, no mostraron
diferencias significativas entre ambas estirpes (resultados no mostrados). Estos resultados
indican un acoplamiento de la traducción de ciii? y cliP, la cual provoca un incremento en la
síntesis de CitP. Sin embargo, la presencia de pFI2O (CitR suplementado en irans) no afectó
a la actividad CAT codificada por pFLI3 (Tabla IV), lo que sugiere que la represión ejercida
por CitR suplementado en írans, sobre cliP requiere un acoplamiento de la traducción de ciii?
y cliP.
Con el objeto de examinar con mas detalle esta hipótesis, se con~truyeron los
plásmidos pFLl4 y pFL15 (Fig. 21). Para construir el plásmido pFL14, se digirió el
plásmido pFI2O con BglH y el fragmento de 1341 nucícótidos que contiene el promotor polA
y un tercio del extremo 5’ del gen ciii? fué purificado. Este fragmento fué ligado al
fragmento de 972 nucleótidos BglII—BamHI de pFLl2 que incluye los dos tercios del extremo
3 - del gen ciii? y la fusión génica cliP—caí. La mezcla de ligación fué digerida con I-JindIII
y después de rellenar los extremos protuberantes, las moleculas de DNA resultante se ligaron
al vector pLS 1 previamente digerido con EcoRI y sus extremos cohesivos rellenados. El
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plásmido resultante, pFLl4, contiene el gen cliR y la fusión génica c¡tP-cot bájo el control
del promotor poL4, careciendo de los promotores específicos de ciiP (Pl y P2) y del sitio
putativo para el procesamiento de mRNA adyacente a] gen ciii?. El plásmido pFLI5 se
construyó interrumpiendo el gen clxi? en pFLl4, mediante digestión con BglII, rellenando los
extremos cohesivos generados y recircularizando el DNA resultante mediante ligación.
ATGcItR SDcitP
PI SDc¡tRN~~¡~ /1ATCcitP TcitP
pCI T264
EcoRí
1~
EÓoRI
— —
citO citR ciW
Tcct Hindffl
Y~flTh
Eco Rl
t•t 1..
cct
G ATO
7,,
~poLA SD0¡0
Iíi ,j II
GATO
ji
“III
•1~0l0
MLS
Fig. 21. Mapa físico de pCIT264 y sus derivados. Les genes se transcriben en la dirección indicada por las
flechas. La mutación presente en ¡os plásmidos pFLI3 y pFL15 está indicada. Las posiciones de la secuencia
Shine-Dalgarno (5D) y los codones de inicio de la traducción <ATO) de ciii? y ciiP stán indicados.
Abreviaturas: PI, promotor cix; P,,<~, promotor patÉ T<~,, terminador transcripcional de ci:; T~.0, terminador
transcripcional ca:. Los segmentos representan lo siguiente: abienos, regionesdel plísmido lactocócico pClflb4;
negro, gen cal de pCt94; rayado vertical, plásrnido pLSI; rayado hacia la izquierda, inserto neumocócico;
rayado hacia la derecha, regiones de DNA del plásmido pETI Id incluyendo la secuencia Shine-Dalgarno (SD~,0)
o el terminador transcripcional (T~,~) del gen lO del bacteriófago Ti. Línea simple, plásmido’pIL253. Sólo se
representan los sitios de restricción relevantes
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La comparación entre las actividades CAT presentes en los extractos procedentes de
las estirpes deL. lactis MG1363/pFLl4 y L. lactis MG1363/pFLl5, reveló una disminución
de dos veces en la actividad CAT de la que portaba pFLLS respecto a la que portaba pFL14.
Estos resultados revelan y apoyan la hipótesis de que la traducción de ciii? ejerce un efecto
en cis sobre la síntesis de CitP independientemente del promotor usado. A diferencia de los
resultados obtenidos con pFLl2, no se observó un efecto de CitR sobre la actividad CAT
codificada por pFLl4 cuando se añadió en irans esta proteína (codificada por pFI2O). Este
resultado indica que el sitio de unión de CitR en el mRNA no está localizado en la región
codificante de CitR.
Tabla IV. Actividad CAT generada por las fusiones traduccionales citP-cat.
Plasmidos Actividad CAT a
(U (mg proteinay’)
pFLLO <1
pFL13 665~37
pFLl3, pFI2O 66l~55
pFLl4 759~50
pFLl4, pFI2O 7l6~43
pFLl5 383~12
a. L. lacás MG1363 portando los plasmidos indicados eran crecidos hasta una absorbancia de 0,4 a 660 nm,
y las actividades CAl eran determinadas como se describe en el apartado 15 del capítulo de Métodos. Cada
dato representa la media de al menos tres determinaciones independientes.
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8. EXPRESION DEL GEN CITP DE L. lactis biovar diacetylactis EN E. coil
Los resultados obtenidos por Sesma y cols. (1990) y David y cols. (1990) demostraban
que el gen cliP se expresa en E. coli. Sin embargo, David y cols. sólo consiguieron la
expresión del gen en una sola orientación respecto al vector, infiriendo que las señales
transcripcionales naturales de cliP no eran funcionales en el huésped heterólogo.
Con el fin de comprobar si las señales transcripcionales del gen cliP utilizadas en su
huésped original L. lactis, eran requeridas para la expresión funcional de dicho gen en E.
coli, se construyeron los plásmidos pCM5 y pFE5 1 (Fig. 22). Estos plásmidos son derivados
de pFS2l (Sesma y cols, 1990 y Fig. 22), híbrido compuesto de pCIT264 y pUCLS, que
confiere a E. coli la capacidad de incorporar citrato (Fig. 22). El plásmido pCM5 carece del
fragmento EcoRV-EcoRV de 2,0 kb de pFS2 1, en el cual está incluido el promotor Pl. Por
otra parte, el plásmido pFE5 1 contiene el fragmento Bglfl-EcoRI de 4,7 kb de pFS2 1,
donado entre los sitios de restricción BaniHI y EcoRI del vector de expresión pETS (Studier
y cols, 1989). Así, en el plásmido recombínante el gen cliP está localizado próximo al
promotor transcripcional del gen ~kIOdel bacteriófago T7 y en orientación cori~ecta respecto
a éste. Este promotor es unicamente utilizado por la RNA polimerasa del bacteriófago Ti y
no es reconocido por los factores sigma de la RNA polimerasa de E. coil. El plásmido pCMS
confirió a E.coli la capacidad de transportar citrato (Fig. 22), indicando que el promotor Pl
no es requerido para la expresión funcional de la citrato permeasa P en este huésped.
Paralelamente el plásmido pFES1 era incapaz de conferir el fenotipo Cite a E. coli DH5-a,
indicando que la región EcoRV-BglII, en la cual está incluido el promotor P2, era esencial
para la expresión funcional del gen cliP en este huésped. Con el fin de comprobar esta
hipótesis, se introdujo el plásmido pFE5 1 en la estirpe BL2l(DE3) de E. coli, la cual posee
lisogenizado en su cromosoma el gen que codifica para la RNA polimerasa del fago Ti.
Como se esperaba, la estirpe resultante adquirió la capacidad para transportar citrato,
presumiblemente debido a la utilización del promotor cklO por la RNA polimerasa de Ti.
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Hg. 22. Mapa físico de los plésmidos pFS2l, pCM5 y pFE5l y Transporte de citrato en diferentes estirpes
de E. coli que portan uno de estos plésmidos. Los genes se transcriben en la dirección indicada por la flecha.
Abreviaturas: P~, promotor del gen iacZ; P,,0, promotor del gen ~1O; ¿‘la, gen que codifica para la ¡3-
lactamasa. A la derecha se muestra la capacidad de las estirpes de E. coil DH5-cr y BL21(DE3) potadoras de
los plñsmidos indicados, para transportar citrato. El transporte de citrato se midió según se describe en el
apartado 16 del capítulo de Métodos. La cantidad de radioactividad incorporada en células citrato-positivas (+)
variaba entre 1500 y 7000 cpm. mientras que en las citrato negativas (-) era menor de 1000 cpm. La utilización
de citrato en medio de Christensen por las estirpes indicadas fué positiva<+), cuando se visualizó la producción
de color rojo en el medio; -, representa reacción negativa.
Con el objeto de detectar el patrón transcripcional del gen cliP de L. lactis Novar
diacetilactys en el huésped heterólogo E. cali,, se extrajo el RNA total de la estirpes de E.
coil DH5-a/pFS2I y los RNAs fueron fraccionados en geles de agarosa y posteriormente
transferidos a membranas de nitrocelulosa. La detección de los mRNAs específicos de cliP
en E. cali se efectuó por hibridación con la sonda 1 descritas en el apartado 2 de este capítulo
de Resultados. Los resultados, recogidos en la Fig. 23, muestran, a diferencia con L. lactis
Novar diacetylactis, un único transcrito de 1900 nucleótidos, que coincide aproximadamente
en tamaño con el mRNA2 sintetizado en el huésped original y cuya sintesis parecía lógico
suponer que se iniciara mediante la utilización del promotor P2 por la RNA polimerasa de
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El análisis de los mRNAs específicos del gen cliP sintetizados a estos pHs y a partir
de sus promotores naturales (Pl y P2), se efectuó por hibridación mediante Northern. La
sonda utilizada fué la sonda 1, descrita en el apanado 2 de este capitulo de Resultados. La
cantidad de los mRNAl y mRNA2 (Fig. 26) sintetizados a pH 7,0 (calle 1) ó a pH 5,5 (calle
2) fue similar. La cuantificación se realizó utilizando el sistema Phosporlmager (Molecular
Dinamics). Consiguientemente, estos resultados muestran que a pH 5,5, el cual está dentro
del rango de pH óptimo para el funcionamiento de la citrato permeasa, no se observa una
elevación de la transcripción del operón cIiQRP.
Para comprobar si el pH del medio de cultivo influía o no sobre la expresión del gen
cliP a nivel traduccional, se compararon las actividades CAT presentes en extractos de la
estirpe de L. lactis MG1363 que contenía el plásmido pFL12, crecida a pH 7,0 ó a pH 5,5.
Previamente, se analizó el mRNA específico de la fusión cliP-caí por hibridación mediante
Northern blot y se comprobó que la variación de pH no afectaba a la transcripción de cliP
en dicha estirpe (resultados no mostrados). Consiguientemente, las posibles diferencias
detectadas entre las actividades CAT medidas en extractos que provienen de células
portadoras de pFLl2, crecidas a pH 5,5 o a pH 7,0, reflejarían una síntesis diferencial de la
citrato permeasa a ambos pHs, debido a que en pFLl2, el gen CAT está bajo el control de
las señales transcripcionales y traduccionales del gen cliP.
Los resultados aparecen recogidos en la Fig. 27. Los extractos preparados a partir de
cultivos de L. ladis MG1363/pFL12 crecidos a un pH de 5,5 mostraron, consistentemente,
una actividad CAT tres veces superior a aquellos preparados a partir de la misma estirpe
crecida a pH 7,0 (Fig. 27). Estos resultados muestran un incremento de la síntesis del
producto de la fusión cliP-caí o una alteración del enzima CAT a pH 5.5, que conlíevara a
una mayor actividad. Para discernir entre estas dos posibilidades se utilizó el plásmido pEIl
(ver detalles de su construcción en el apanado 11 de este capitulo de Resultados), que
contiene el gen caí natura] de pCl94. La estirpe L. ladis MG1363/pFIl mostró los mismos
niveles de actividad CAT a pH 7,0 y 5,5, indicando que no existe una alteración intrínseca
del enzima determinada por la variación del pH. Así, parece que a pH de 5,5, se produce una
estimulación de la eficiencia de traducción del gen de la citrato permeasa P. Finalmente, se
comprobó que los niveles de actividad CAT codificados por pFLl2 a pH 5,5 eran susceptibles
a la inhibición ejercida en írans por CitR (pFI2O) (Fig. 27), siendo este efecto inhibitorio
asimilable al previamente detectado a pH 7,0 (Fig. 20). Para descartar que la inhibición
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ejercida en írans por CitR a pH 5,5 fuera debida a una variación en la transcripción de]
operón cixQRP, se analizaron los mRNAs específicos del gen cliP por hibridación mediante
Dot binÉ. La sonda utilizada fué la sonda descrita en el apartado 7 de este capítulo de
Resultados y que incluye el gen caí. Como se esperaba los resultados no muestran ninguna
variación significativa en la transcripción del operón cIQRP en presencia o no de CItR a este
pH (Fig. 27).
‘Proporción
‘Actividad Actividad CAT
Plásmido CAT pH 5,5/pH 7,0
035 6
• • • • pFLl2 4185~280 3:1
pFL12/pFI2O l320~183 3,7:1
Fig. 27. Influencia del pH del medio de cultivosobre la expresión génica de las fusiones traduccionales cax-
cii?. Estirpes deL. ladfis MG1363 portadoras de los plásmidos indicados se crecieron en M17 a pH 5,5 hasta
una absorbancia de 0,4 a 660 nm, y se analizó, mediante Dot blot (capítulo 9 de Métodos), su concentración
en mRNA cliP-ca: (izda.) y su actividad CAT. Cantidades crecientes (0,75, 1,5. 3 y 6 pg) del RNA total de
cada uno de estos cultivos fué analizado mediante Dot blot con la sonda que incluye el gen caz <ver texto), tal
y como se indica en el apartado 9 del capitulo de Metodos.
‘Estirpes de L. lacás MG1363 portadoras de los plísmidos indicados se crecieron a pH 5,5 y las actividades
CAT se determinaron a partir de los extractos crudos de estas estirpes como se indica en el apartado 15 del
capítulo de Métodos.
‘Les datos de actividad CAT a pH 7,0 están recogidos en la Fig. 20.
10. EL CITRATO NO ES UN EFECTOR DE LA EXPRESIÓN DEL GEN cliP
A partir de los trabajos previos realizados por otros autores no se había podido
clarificar si el transpone de citrato en L. ladis biovar diacetylactis es un proceso inducible
o constitutivo. Así, mientras que Harvey y Collins (1961) comunicaban que el transporte de
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Con el objeto de comprobar si la presencia de citrato ejercía un efecto sobre la
expresión del gen cliP a nivel post-transcripcional, se determinaron los niveles de transpone
de citrato de la estirpe CRL264 crecida en presencia o en ausencia de citrato. La estirpe
CRL264 acumuló citrato en la misma proporción, independientemente de que el medio de
cultivo estuviera o no suplementado con citrato (datos no mostrados). Estos resultados
muestran que el transporte de citrato en L. Lactis biovar d¡acetylactis es un proceso no
regulado por la presencia de citrato en el medio de cultivo.
11. ANALISIS DE LA REGION QUE PRECEDE AL GEN citQ EN EL PLASMIDO
pCIT264
Al inspeccionar la secuencia de nucleótidos que precede al gen cliP, y como ya se
indicó en el apanado 3 de este capitulo de Resultados, se observó un marco de lectura
abierto, denominado ORFí, compuesta por 296 codones, que podría codificar para un
polipéptido de aproximadamente 33675 Da, flanqueado por dos repeticiones inversas de 17
nucleótidos. Este marco de lectura abierto está localizado entre el promotor Pl y el gen ciíQ
en la hebra complementaria a la hebra codificante del operón ciiQi?P, y por lo tanto debería
transcribirse en sentido opuesto a los genes cii. El polipéptido codificado por ORFL podría
estar implicado en el transporte de citrato. Sin embargo, el producto de ORFí no es necesario
para el transporte de citrato en L. ladis biovar diacetylactis tal y como se deduce del
apanado 1 de este capítulo de Resultados, donde se muestra que cliP es el único gen presente
en el plásmido pCIT264, que es requerido para el transpone de citrato en su huésped original,
L. ladis. No obstante, para comprobar si el producto génico de ORFí tenía o no efecto sobre
los niveles de incorporación de citrato en L. lactis, se construyó el plásmido pFIl. Este
plásmido contiene el fragmento EcoRI-BglII de pCIT264 donado en el sitio único SmaI del
vector de bacterias gram positivas pIL253. Este vector está presente en un número de 15
copias por célula en L. ladis (dato obtenido en esta Tesis). El plásmido pFIl fue transferido
por electroporación a células de L. lactis MG1363 que contenían el plásmido pFL3, el cual
codifica para el gen cliP (ver Fig. 5). Posteriormente se comparó el transporte de citrato en
estirpes de L. laciA MG1363 en las que corresidían ambos plásmidos y en las que sólo
ponaban pFL3. No se observaron diferencias en los niveles de incorporación de citrato entre
ambas estirpes (datos no mostrados), y por lo tanto estos resultados indican que la proteína
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de 37 lOa no está implicada en dicho proceso en L. ladis. Una búsqueda en el banco de
datos NBRF reveló la existencia de homología de ORF 1 con dos ORFs (ORFA y ORFB) que
solapan entre si y que están incluidas en un elemento de inserción (15) putativo localizado
‘upstream” del gen glgC de Badilus stearothennophilus (Fig. 29). De los 108 aminoácidos
contenidos en el segmento amino termina] de ORFA, el 27% eran idénticos y otro 24 %
similar a los 107 primeros aminoácidos del producto codificado por ORFí. La región
carboxilo terminal de ORFí muestra un 35 % de identidad y un 16 % de similaridad a los
185 aminoácidos de ORFB.
ORFA: 1 MQEHFHFTTDRKIQKQYAIFVFVSAQL-SCIQVHLH~PJPiLVKQEDAVInIHTT~.LGPPSP>IRFVTGNLF
. . . . .
ORn> 1 ~
ORFA: T14VSfjLERSSYNRR~RALGEA1KWIAVVSKT 108
ORFí: PN--FLEYSRFVP.RCNALLPSIQVIRQALVFKEVEGMSVSI IISFPIPLc~PIÉJFRSKVL/M3YA14VCYNATKGQYFYG
~r4~Á~I.’1¿4. : :ORFB: 1 AERGOH}{AYAVVDSLPLPLcHTAW4.HrnFQEIADIGYcASKJ<QWYyIj
aREl: ~
ORFE: LELHLQYTDQGLPMGYVVTEASCHDRIAILESVMTQIPHPYNF GDXGFISRDLOKIWYEEYOMALWPpSRnJOKnRASEA
ORFí: FPR~FSKRRXV±ERVFSFL~TNLCAERCKSRSPtEQLKIE14ILÉAYSLLLKSAJ<SLEPETLRYSIGYQVIAJU< 296
ORFB: WEKWIQQXRKVZrIVPSVLVDHYRITGIP)LYSI IGFEVALDGILLAY&ÉVTLGLVER 185
Fig. 29. Comparación de la ORFI del plásmido lactocócico pCIT2G4 con la ORFA y ORER de Bacillus
stearoxhemophilus. Los números indican las posiciones en la secuencia de la proteína. 5e muestran ORFI,
ORFB completos y los 108 aminoácidos del extremo amino terminal de ORFA. Están sombreados los residuos
aminoacídicos idénticos. :, indica los residuos arninoacídicos similares.
Otro hecho destacable es que ORFA y ORFB están incluidas en un fragmento de DNA
de 968 nucleótidos flanqueado por dos repeticiones inversas de 14 nucleétidos las cuales son
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muy similares a las dos repeticiones inversas de 17 nucleótidos que flanquean el fragmento
de DNA de 967 nucleótidos en el cual está incluido ORFí (Fíg. 30). Estos datos sugieren
fuertemente que la región de DNA situada entre el promotor Pl y el inicio de ciiQ es un
elemento de inserción (IS) relacionado evolutivamente con aquel presente en Badilus
stearothermophilus.
Una búsqueda de homología entre la secuencia de DNA del elemento de 1 kb presente
en pCrI’264 y la secuencia de DNA de los plásmidos lactocócicos presentes en el banco de
datos de EMBL, mostró que varios fragmentos del elemento IS-putativo de pCIT264 estaban
presentes en los plásmidos pSKllL, pTN2O y pPN4O (Fig. 31).
1 n’TACCcCAATTGCTAGTTAA 21 ORFí 985 TcAACIPAOCAATTCGCGTA 1002
1 TPcACCCGrGGTGCTAGATAA 21 .4’ ORFA RED 982 TOAAcTAGcAccAcGCGTG 1000
Fig. 30. Elementos putativos de inserción (IS) del plásmido lactocécico pC1T2G4 y de la región situada
“upstream’ del gen gtgC de Roel/tus steorozbennophitus. La longitud y dirección de las repeticiones invertidas
que flanquean los elementos putativos de inserción (15) se indican con flechas. Los nucleótidos idénticos
presentes en ambos elementos putativos están sombreados. La localización y la dirección de la transcripción de
las ORFs dentro de los elementos putativos de inserción están indicados.
Un fragmento de 263 nucleétidos (coordenadas 431 a 666 en Fig. 9) del elemento IS
de pCIT264 tiene una identidad del 99 % con una región que comienza en el extremo 3 - del
gen de resistencia a infección por fagos (abiC) presente en el plásmido pTN2O (Durmaz y
cols., 1992). El plásmido pPN4O contiene una región de 192 nucleótidos que muestra una
identidad del 98 % con el margen izquierdo del elemento 15 de pCIT264 (coordenadas 111
a 302 en Fig. 9). Este fragmento de 192 nuclcótidos precede al gen de resistencia a nisina
(mr) en el plásmido pPN4O (Froshet y Mckay, 1991). 69 nucleóridos localizados en el
margen izquierdo del elemento de pC1T264, aparecen también en posición invertida en el
plásmido necesario para la utilización de la lactosa, pSKl lL.
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Fig. 31. Comparación esquemática de plásmidos lactocécicos. Simbolos: los segmentos sombreados indican
la polaridad de regiones homólogas de elementos putativos de insercién (15) en estos plásrnidos lactocócicos;
los segmentos verticales indican regiones de replicación homólogas; ..., indican que la secueheja de DNA es
desconocida.
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Esta identidad podría ser mayor, ya que en el momento actual no se ha determinado
toda la secuencia de nucleótidos del pSKLl 1 y por lo tanto no se ha podido establecer
mediante comparación de secuencia la extensión de la región de homología. Además ambos
plásmidos, pSKl IL y pCIT264, deben de proceder de un plásmido ancestral común, ya que
comparten un 50 % de homología en sus regiones de replicación.
Estos datos siguen apoyando la teoría postulada anteriormente en la que se propone
que la secuencia “lider” presente en el mRNA1 ha sido generada por introducción de un
elemento IS entre el promotor Pl y el inicio del gen ciíQ, posiblemente por un evento de
transposición. De esta manera la introducción del elemento 15 habría creado el promotor P2,
a partir del cual comienza la transcripción del mRNA2 (apanado 4 de este capítulo de
Resultados). Asimismo, el elemento 15 podría haber creado un promotor putativo denominado
P3, responsable de la transcripción de ORE 1. El promotor putativo P3 está solapando con el
promotor P2 pero en la hebra complementaria, de tal forma que la región -35 de P3 estaría
situada entre la región -35 y la región -10 de P2 (ver Fig. 9).
Para comprobar si el promotor P3 creado por la posible inserción del elemento 15 de
pCIT264, era o no funcional en L. ladis biovar d¡acetylact¡s CRL264, se procedió a la
determinación del inicio del mRNA3 específico de ORFí (detectado por hibridación de
Northern, resultados no mostrados) por la técnica de extensión del “primer” tal y como se
indica en el apanado 11 del capítulo de Métodos. El oligonucleótido que se utilizó en la
reacción de extensión fué el siguiente: 5 ‘-GCTAflATAAGTCATATAAG-3 -. La secuencia
de este oligonucleótido es complementaria al mRNA3 de ORFí desde el nucleótido 1002 al
nucleótido 1021 en la Fig. 9. Esta técnica mostró que el extremo 5~ del mRNA3 está
localizado en el nucleótido 1079 (A). Este sitio de iniciación de la transcripción
correspondería a la utilización del promotor P3 (Fig. 32). Este promotor posee una región -
35 TTGATA y una región -10 TAGTTA separadas por 16 nucícótidos. Estos resultados
muestran la funcionalidad del promotor P3 en L. lactis e indican la expresión de la ORE 1 en
dicho huésped.

Discusión 84
ORGANIZACION GENICA DEL OPERON CITQRP DE L. ladis biovar
diacetyiactis
Previamente al inicio de este trabajó, ya se había demostrado que la capacidad para
el transporte de citrato en L. lactis biovar diacetylact¡s estaba asociada a la citrato permeasa
P (David y cols, 1990). Asimismo, la secuencia de aminoácidos de esta proteína había sido
inferida a partir de de la secuencia de nucleótidos del gen clip codificante (David y cols.,
1990). No obstante se desconocía, si el gen cliP localiza en un plásmido Cit~, descrito por
vanos autores (Kempler y McKay, 1979, David y cols., 1990, Sesma y cols., 1990) era o
no el único gen requerido para el transpone de citrato en L. lactis. Los datos obtenidos por
Jahns y cols. (1991) fueron sugerentes a este respecto ya que mostraron la necesidad de zonas
que preceden al gen cliP, para la utilización de citrato en L. ladis.
En el transcurso de esta tesis se ha determinado la secuencia de nuclentidos de la
región de 1586 nt que precede al gen cliP en el plasmido pCIT264 (Cit~). La inspección de
esta secuencia ha revelado la existencia de dos marcos de lectura abierta (ciiQ Y cliR) que
se encuentran parcialmente solapadas entre sí y en la misma hélice que cliP (Figs. 9 y 33).
El gen cliR precede a cliP en pC1T264 y el sitio propuesto de unión a los ribosomas
para ciíR se encuentra situado dentro de una estructura secundaria compleja predicha por
ordenador con ayuda del programa Fold (Fig. 15). Considerando como codon de iniciación
de la traducción el primer ATG localizado detrás del sitio de unión a los ribosomas (Fig. 9),
cid? debería codificar un polipéptido de 13087 Da. El producto del gen ciii? ha sido
hiperproducido en un vector de expresion de E. coli y visualizado en geles de poliacrilamida
con un tamaño aproximado de 13 kDa (datos no mostrados), que coincide con el tamaño
teórico propuesto. La existencia de CitR en L. lactis ha sido demostrada mediante Western
blot, al detectar el polipéptido en extractos crudos de L. lactis biovar diacetylact¡s CRt264
con anticuerpos anti-CitR (comunicación persona] de C. Magni).
El gen ciíQ precede a clíR en pCIT264 y parte de su secuencia, que se encuentra
incluida por completo en la estructura secundaria anteriormente predicha (Fig. 15), solapa
parcialmente con la secuencia de ciii?. El gen ciíQ debería codificaría para un polipéptido de
3876 Da. No se ha demostrado la existencia del polipeptido CitQ, pero delante del codon de
iniciación de la traducción ATO, existe una secuencia de unión a los rib¿somas (5
uGAAAcGAGGUcA-3’) que es complementaria al extremo 3 - del RNA ribosómal 16S de
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L. lactis (3 -UCUUUCCUCCACU-5 9 (Ludwig, W., y cols., 1985). Esta secuencia de
Shine-Dalgarno debería tener una energia libre de unión (Sg) al extremo 3 - del rRNA 16S
de -9,7 kcal moL’, de acuerdo con las reglas de Schurr y cols. (1993) en las cuales se tiene
en cuenta una perdida de energia libre de 3,4 kcal moV’ producida en la iniciación de la
formación del duplex.
En el sistema de E. cali, el análisis de la distribucion de energia libre de 1159 sitios
de unión a los ribosomas ha revelado que el valor medio de energia libre por gen es de -4,9
kcal moL’ y solamente 33 de estos genes dan una energia libre inferior a -10 kcal moV1
(Schurr y cols., 1993). Tenemos que hacer constar que un SD canónico da un valor de
energia libre de -19,5 kcal moV’ y que el valor mas próximo detectado en E. cali es de -14,3
kcal moL’. Estos datos sugieren fuertemente que el SD de ciiQ debe ser reconocido por los
ribosomas de L. la cUs y por lo tanto el polipeptido CitQ debe ser sintetizado iii vivo.
Durante el desarrollo de esta tesis hemos mostrado que el gen ciíP se transcribe
primordialmente en la fase exponencial del crecimiento a partir del promotor Pl, el cual
precede en 1487 nt a dicho gen (Figs. 9, 10 y 11). También hemos mostrado que la
transcripción de cliP termina en una estructura secundaria, característica de los terminadores
procarióticos p-independientes, localizada a 98 nt del extremo 3 - del gen cliP (Figs. 12 y Fig.
33). La transcripción de cliP a partir de Pl genera un transcrito de 2914 nt (Fig. 7)
denominado mRNA1. La existencia de cirQ y chi? plantea una organización génica en la cual
ciíQ, ch? y cliP constituyen una unidad transcripcional que se encuentra bajo el control del
Pl. Por lo tanto se puede inferir que cliP forma parte de un operón que hemos denominado
ciiQRP, compuesto por los genes ciíQ, ciii? y cliP.
El hecho que la región de 983 nt del mRNA1 que se localiza entre Pl y P2, no
contenga ninguna ORE, es sorprendente. Sin embargo, dentro de esta región se ha observado
la existencia de dos repeticiones inversas de 17 nt separadas por 967 nt (Figs. 9 y 29). La
inspección de la secuencia de esta región también ha demostrado la existencia de una ORF,
denominada ORF1, localizada en la hélice de DNA complementaria a mRNA 1 (Figs. 9 y 32).
Asimismo, hemos comprobado que ORFL se transcribe a partir de P3 (Figs. 9 y 31).. Esta
ORF está formada por 296 codones y su secuencia de aminoácidos muestra una homología
del 51% con dos marcos de lectura abiertos solapantes (ORFA y ORFB) de una 15 putativa
de B. stearothermophilus (Hg. 28). Además, esta 15 constituida por 968 nt está flanqueada
por una repeticion inversa de 14 nt incluida en una región que es homóloga a aquella que
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bordea a la ORFí de pCIT264 y que contiene la repetición inversa de 17 nt (Fig. 30). Así,
16 de los 21 nucleotidos localizados delante de la ORFA, son idénticos a aquellos que
preceden a la ORFí y 15 de los 19 nucleotidos localizados detrás de la ORFí, son iguales
a aquellos situados detrás de la OREB. Todos estos datos sugieren que la región de pCIT264,
que contiene ORFí es una 15. Varias secuencias de inserción de L. la cUs han sido
identificadas y caracterizadas en L. lactis (Gasson, J., 1993). Sin embargo, no hemos
encontrado homologia entre ellas y la IS putativa del plásmido pCIT264.
Por otra parte, mediante inspección del banco de datos EMBL hemos comprobado que
parte de la secuencia de DNA de esta IS está presente, con un alto grado de homología, en
otros plásmidos lactocócicos (ver apanado 11 del capítulo de Resultados y Fig. 31). En
experimentos recientes no recogidos en la parte experimental de esta tesis, hemos detectado
por hibridacion de Southern con una sonda interna a la 15, que en el DNA total digerido con
EcoRí de las estirpes de L. lactis biovar d¡acetylactis CRL264 y CRL3O (estirpe curada de
pCI’T264) existen al menos 6 fragmentos que hibridan con la sonda indicando que multiples
copias de la 15 están presentes en el genoma de estas estirpes. Además, hemos comprobado
que esta nueva 15 está presente en el cromosoma de la estirpe libre de plásmidos L. ladis
subsp. lactis MG1363, todo lo cual da idea de su dispersión.
Todos estos datos sugieren que el plásmido pCIT264 deriva de un plásmido parental
Cit~ en el cual el promotor Pl precedía de forma inmediata al operón cIíQRP (Fig. 33).
Aparentemente, durante el proceso evolutivo, la extensa región lider presente en el mRNAl
fué presumiblemente originada por un evento de transposición, resultando en la introducción
de una secuencia de inserción entre el promotor natural Pl y el gen citQ, dando lugar a la
estructura génica actual presente en pCIT264. Asimismo, dicha introducción ha dotado a
pCIT264 de tres promotores transcripcionales (P2, P2 Y P3), Que no estaban presentes en
el plásmido parental City. El promotor P3 permite la expresión de ORFí, cuya función es
desconocida hasta el momento. Sin embargo, hemos mostrado que aparentemente no está
implicada en el transporte de citrato (ver apartado 11 de resultados) y su secuencia de
aminoácidos no presenta homologia con las correspondientes secuencias de las transposasas
contenidas en el banco de datos EMBL. Los promotores P2 y P2 - están implicados en la
expresión del operón cÚQRP y su significación biológica será discutida en el apartado
siguiente.
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F¡g. 33. Hipótesis sobre la introducción del elemento putativo IS en el plásmido parental Citt
Abreviaturas: Pl Y P2, promotores de ciiQRF en L. tacáis; P2 -. promotor de ciiQRP en E. coti; P3, promotor
de OREl en L. tacáis; Td,p, terminador transcripcional de ci:QRP EN L. lacáis y E. coli. Los segmentos
representan lo siguiente: rayado hacia la izquierda, 15; rayado vertical, cÚR; blanco, pC1T264; negro,
repeticiones invertidas que flanquean a 15.
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INFLUENCIA DEL ELEMENTO DE INSERCION DE pC1T264 EN LA EXPRESION
DEL OPERON CJTQRP
Ocasionalmente las secuencias de inserción (LS) proporcionan promotores que activan
la expresión de genes integrados en el transposón al que flanquean o de genes adyacentes a
la secuencia insertada (Amíbile-Cuevas y Chicurel, 1992). De esta forma las secuencias de
inserción pueden activar genes que, previamente a la inserción, carecen de promotores para
su expresión. La activación puede ser debida bien a la existencia de un promotor dentro del
transposón o a la creación de un promotor como resultado de la inserción (Labes y Simon,
1990). Ambos supuestos suceden en el caso que nos ocupa.
Los resultados recogidos en los apartados 4 y 8 del capítulo de Resultados de esta tesis
han demostrado que la LS de pCIT264 contiene dos promotores (P2 y P2’) capaces de dirigir
la expresion del operon ciiQRP. El promotor P2, creado al igual que P3 por la introdución
de la LS, es reconocido por la RNA polimerasa lactocócica (Fig. 10), mientras que P2 -, cuya
secuencia está completamente incluida en la LS (Fig. 33), es unicamente funcional en E. coil
(Fig. 24). La creacción por inserción de un nuevo promotor, P2, en L.ladds no parece la
respuesta a la falta de un promotor para la transcripción del gen cliP en este huésped, ya que
la existencia del promotor Pl, cuya secuencia completa está fuera de la IS, parece ser anterior
a la inserción de este elemento en el plásmido Cit~ (Fig. 33). La expresión del operón ciiQRP
en L. lactis a partir del promotor P2 durante la fase exponencial del crecimiento, aunque
existe, parece ser minoritaria en comparación con aquella que se produce a partir del
promotor natural Pl (ver apanado 5 del capitulo de resultados y el apanado’ siguiente de
discusión). Sin embargo, en la fase estacionaria del crecimiento, P2 es el promotor
preferencialmente utilizado para la expresión del operón cIíQRP (Fig. 10). Por lo tanto, en
L. lactis, la posible ventaja selectiva de pCLT264 sobre el plasmido parental Citt por la
creación de P2, no es adscribible a la activación de la expresión del operón ciiQRP, sino que
es probablemente debida a un incremento de la expresión de dicho operón primordialmente
en la fase estacionaria del crecimiento.
En el sistema de E. coil la introducción de la LS ha posibilitado la transcripción del
operón cii QRP en este huésped heterólogo. En esta ocasión la presencia de la 15 en pCIT264,
conteniendo el promotor P2 - ha producido la activación del operón cii QRP. Esta conclusión
está basada en los resultados obtenidos mediante la obtención de plasmidos derivados de
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pCIT264 y análisis de la capacidad de estirpes de E. coil portadoras de éllos para transportar
citrato (Figs. 5 y 6). Además, hemos mostrado que en este huesped el gen cliP se transcribe
en un único mRNA, denominado mRNA2 - de 1983 nt (Fig. 23) sintetizado a partir del
promotor P2 - (Fig. 24) y que tiene su extremo 3’, al igual que en L. ladis, en la estructura
secundaria situada “downstream” del gen cliP (Fig. 25). Previamente al inicio de esta tesis,
David y cols., (1990) observaron que el gen cliP del plásmido lactocócico pCT176 sólo se
expresaba en E. coil, cuando estaba donado en el vector pBR328 en la orientáción correcta
respecto al promotor del gen cat de dicho vector. En base a estos resultados, los autores
concluyeron que el gen cliP de L. ladás se expresaba en el plásmido hibrido’ en E. coli a
partir del promotor caí. Asimismo, postularon que las señales transcripcionales naturales del
gen cliP no eran funcionales en E. coli, o bien no estaban presentes en el plásmido hibrido
obtenido. Nuestros resultados de expresión de cliP en el sistema heterólogo, apoyan la
hipótesis de que el promotor natural de cliP no es reconocido por la RNA polimerasa de E.
coli, ya que hemos probado que Pl no es funcional en este sistema (Figs. 23 y 24). Sin
embargo, existen discrepancias entre los resultados de David y cols. (1990) y los recogidos
en este trabajo, puesto que si hemos observado expresión del gen cliP a partir del promotor
P2 -. Estas discrepancias podrían ser explicadas por dos causas: 1) el promotor P2’ no está
presente en el plásmido pCT176. Esta explicación la asuminos basadandonos en el hecho de
que el fragmento ECoRV-BglII, que contiene el promotor P2 -, posee un tamaño de sólo 0,5
kb en el plasmido pCTL76 (David y cols.,1990), mientras que en pCIT264 es de 0,916 kb
(tamaño determinado por la determinación de la secuencia de nucleótidos de este fragmento,
Fig. 9). Así, es factible que el plásmido pCT17Ó sólo contenga una parte de la IS presente
en pCIT264 (como ocurre en los plásmidos pNP4O,pSKLl 1 y pTN2O) y que carezca del
promotor P2’. 2) en el plásmido híbrido construido por David y cols (1990), en el cual los
genes cliP y caí estaban donados en orientaciones opuestas, la transcripción desde el
promotor ~ podría interferir con la transcripción convergente desde el promotor P2’,
resultando en una inhibición de la sintesis del mRNA2 - y como consecuencia de la sintesis
de CitP. Este mecanismo de inhibición de la transcripción ha sido descrito en E. coli.
Cualquiera de estas dos hipótesis justificaría la falta de expresión observada por David y cols.
(1990) y hace compatibles sus resultados con los obtenidos en este trabajo.
La significación biológica que puede tener la existencia de señales transcripcionales
que son reconocidas en E. coil (P29 y no en L. lactis para la transcripción del operón
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ciiQRP, es desconocida. Sin embargo, la capacidad para fermentar citrato podría suponer una
ventaja selectiva en ciertos habitats para una especie que es normalmente, aunque no siempre,
Cit., como sucede en el caso de E. cok. La adquisición de esta capacidad podría ser debida
a la movilización del plásmido Cit~ por plásmidos conjugativos desde L. loctis a E. coil, ya
que se ha comunicado que el plásmido Cit~ puede ser facilmente transferido por movilización
(Jahns y cols., 1991). Sin embargo, esta posibilidad es improbable debido a que el plásmido
Cit~ posee una región de replicación (Pedersen, M. y cols., 1994) que es honiologa a la de
una familia de plásmidos con replicación tipo theta. El plásmido tipo de esta familia, pWVO2
(Kiewiet y cols.,1993), asi como otro plásmido perteneciente a la misma, pCI305 (Hayes y
cols., 1991) no replican en E. coil, por lo tanto es muy probable que el plásmido Cit~ no
replique en este huésped. No obstante una de la características de las estirpes naturales de L.
ladis es la presencia de multiples plásmidos corresidiendo en la misma célula, algunos de los
cuales replican via circulo rodante. Dentro de la familia de plásmidos que replican por el
mecanismo de circulo rodante se encuentran los plásmidos naturales de L. ladis pSH7l y
pWVO1 los cuales son capaces de replicar en E. cok (de Vos, 1987). Así, aunqueel plásmido
Cit~ fuera incapaz de establecerse en E. coil, cabría la posibilidad de que en L. ladtis el
operón cii QRP fuera transferido mediante un proceso de transposición (se conoce la existencia
de al menos una secuencia de inserción tipo 1551 en el plásmido Cit~, Jahns y cols., 1991)
a un plásmido que replicara vta circulo rodante y este plásmido podría a su vez seR
transferido horizontalmente de L. lactis a E. coil, ya que ambas especies comparten nicho
ecológico en el hombre.
Recientemente estudios en Síreptococcus han revelado la existencia de transposones
conjugativos (Amábile-Cuevas y Chicurel, 1992), que son capaces de escindirse,
circularizarse y sufrir una transferencia conjugativa de manera semejante a los plásmidos
conjugativos. Uno de estos transposones conjugativos ha sido identificado en L. ladis
conteniendo genes que codifican para una bacteriocina (Hom y cols., 1991). Teniendo en
cuenta estos datos también cabría la posibilidad de que un transposón que contuviera el
operón ciiQRP sufriera una transferencia conjugativa similar a la ocurrida con la IS descrita
por Hom y cols.(1991), aunque se desconoce la existencia de tal transposón y si dicha
transposición pudiera ocurrir desde L. lactis a E. coli.
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UTILIZACION DIFERENCIAL DE PROMOTORES EN L. ladis Y EN E. cali PARA
LA EXPRESION DEL OPERON CITQRP
La transcripción de genes por las RNA polimerasas bacterianas requiere el
reconocimiento de secuencias especificas en el DNA, denominadas promotores, por los
factores sigma de dicho enzima. En el sistema de L. l.actis, a diferencia con E. cok, no se
han realizado estudios de transcripción in viíro, ni se ha identificado ningun factor sigma. Por
ello, se desconoce el numero de factores sigma lactocócicos existentes y lás secuencias
reconocidas por ellos. Sin embargo, si se han donado secuencias lactocócicas qué promueven
la transcripción en este sistema. Además van de Guchte y cols. (1992) han comparado las
regiones que preceden al inicio de la transcripción de 21 de estas secuencias deL. lactis (sólo
6 de ellas preceden a genes identificados). Los resultados de dicha comparación han mostrado
una alta conservacion de las secuencias tTGtTa y T(tia)AAA en las regiónes -35 y -10 que
preceden al sitio de iniciación de la transcripción y que parecen ser las secuencias reconocidas
por el factor sigma mayoritario de la RNA polimerasa lactocócica.
En este trabajo experimental se ha analizado la expresión del gen cliP a partir de los
promotores Pl + P2 mediante determinación de la actividad CAl codificada por el plásmido
pFLL2 (Fig. 20). Asimismo, la contribución de P2 en la expresión de este gen ha sido
determinada por la construcción del plasmido pFL17 (derivado del plasmido pFL12 obtenido
por eliminación del fragmento EcoRV-EcoRV, que contiene Pl) y determiñación de la
actividad CAí codificada por él (255 U mg proteína ‘, dato no mostrado en el capítulo de
resultados). La comparación de las actividades CAí codificadas por pFL12 y pÉLí? muestra
que la expresión a partir de P2 es aproximadamente 4,5 veces inferior a la obt~nida a partir
de Pl (Tabla y). Por otra parte, se ha analizado la expresión de cliP a partir de los
promotores estreptocócicos P,,~ (Tabla IV y Tabla V) Y ~ML (Lépez de Felipe y~cols. (1994)
y Tabla y). Los resultados obtenidos muestran que en L. ladis P~ es el promotor mas
fuerte de los analizados. Este promotor es el único que contiene una secuencia 10 localizada
delante y separada por un nucleotido de la región -10. Esta secuencia está presente en varios
promotores lactocócicos y parece estar relacionada con la fuerza de éstos (van der Vossen y
cols., 1987). Además, la presencia de una región rica en residuos a delante dél -35 podría
contribuir a la fuerza de este promotor como ocurre en E. cok (Ellinger y cols., 1994),
huésped en el que P,,~ es también funcional (Ballester y cols. 1990).
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Los promotores Pl y P~0~ presentan una fuerza similar en L. laciA (Tabla VI) y de
hecho ambos presentan una desviación de dos nucleótidos en las regiones -35 y -10 y el
mismo espaciado de 17 nt. (Fig. 34). La debil utilización del promotor P2 (Tabla V) podría
ser adscribible a la baja coincidencia con la región - 35 canónica, y en la que sólo tres
residuos estan conservados (Fig. 34). Alternativamente, la debil expresión detectada a partir
de este promotor podría ser debida a que P2 fuera reconocido por un factor sigmá minoritario
de L. ladis, no descrito hasta ahora, funcional en las etapas de crecimiento exponencial y
estacionaria.
Por otra parte, la ausencia de actividad de P2 - (Fig. 10) observadas en L. lactis, no
tiene una explicación obvia, ya que P2’ posee unas regiones -35 y -10 que se desvian de las
secuencias consenso en el mismo número de nucleótidos y en las mismas posiciones que Pl,
y además el espaciado entre estas regiones de 18 nt es igual al existente en P,,~ (Fig. 34).
Sin embargo, el alto contenido de Al (62%) del cromosoma de L. laciA predice un
requerimiento mas estricto para el reconocimiento de secuencias promotoras por la RNA
polimerasa lactocócica, que el observado para E. cok. Esta predicción ha sido confirmada,
ya que secuencias lactocócicas aisladas en E. cok, debido a su actividad promotora, no eran
funcionales en el huespéd original (Bojovic y cols., 1991). Así, es posible que la presencia
de una G en la última posición de la región -10 del promotor P2 -, la cual sólo está presente
en 1 de los 21 promotores analizados por de van de Gutche y cols (1992), provoque la falta
de reconocimiento de este promotor por la RNA polimerasa lactocócica. Esta circunstancia
no parece influir a la expresión en el sistema de E. coli, puesto que hemos detectado, que el
gen cliP, sólo se expresa a partir del promotor P2’ en este sistema (Fig. 24). La secuencia
de este promotor sólo se desvia en 2 Y 1 residuos, respectivamente, de las secuencias -35
(TTGACA) Y -10 (TATAAT) reconocidas por el factor mayoritario («70) de E. cok
(Rosenberg y Court, 1979). Asimismo, el espaciado entre ambos hexanucleótidos es de 18
nucleótidos valor que coincide con el espaciado consenso (1711). Por otra parte, el promotor
P2’ tiene otra característica que no tienen ni Pl ni P2, y es la presencia de una extensión de
residuos adenina precediendo al hexamero -35 (Fig. 34). Esta característica debería servirle
para ser un promotor eficiente en E. cok, ya que se ha observado que estas secuencias
influencian positivamente la función promotora en este huésped (Ellinger y cols., 1994). Por
tanto, parece lógico inferir que el promotor P2 - es reconocido por el factor sigma mayoritario
de la RNA polimerasa de E. cok.
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Tabla V. Comparacion de la fuerza de promotores en la expresión de cliP en L. lactis
Plasmido Promotores Actividad CAT (%)‘
pFLl6 P~ 100
pFL14 PpolA 31,8
pFLl2 P1+P2 37,3 (30,5+6,8)2
pFL17 P2 6,8
‘Las actividades CAT aparecen expresadas en porcentaje, siendo 100% el valor detectado en extactosdeL. tacáis
MG1363/pFLI6. Los datos numéricos de actividad CAl aparecen recogidos en la Fig. 20 &FLI2), Tabla iv
(pFLl4) y en López de Felipe y cols (1994).
La actividad CAT debida al promotor P2 ha sido considerada igual a la detectada en los extractos conteniendo
pFL17. La contribución del promotor Pl en la actividad CAí ha sido calculada por sustraciondel valor debido
a P2, al valor total obtenido en los extractos conteniendo pFLl2.
El hecho de que el promotor natural del operón cIiQRP (Pl) no sea reconocido por
el factor «~ de la RNA polimerasa de E. cok no parece muy clara, puesto que su secuencía
se desvia de las secuencias canónicas en el mismo número de residuos que el promotor P2 -.
Esta falta de reconocimiento podría indicar, que la utilización de Pl por la RNA polimerasa
lactocócica requiere la existencia de algún factor específico de su huesped natural. Sin
embargo, hemos comprobado que Pl es funcional en el huésped heterólogo 5. pneumonlae
(López de Felipe y cols, 1994), por tanto, si fuera cierto el requerimiento de un factor del
huésped para el reconocimiento de Pl, este factor estaría presente en otra bacteria gram
positiva, 5. pneumonioe, y no sería codificado por E. coil (bacteria gram negativa).
De lo anteriormente comentado y del conocimiento actual se puede deducir que este
es el primer caso descrito de un promotor de L. lactis, que no es funcional en E. cok.
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-35
PreáL GAAGAAAGAAT flGaaA
PpoL~4 TAGCTCflCCCA aTGTA
Pl TCAGCrrArrAT TTGcgA
P2 A’ITI?ATITTCCA aTGaaA
P2 - AAACAAAAACrr TTGgaA
espaciado -10
CrrAGrVrATATGTQG TAAAAt GrrrrAA
16
rrrITTGArrCrrrCCTt TAtAAt GGGTGTA
18
AACAAAACAGAAAOGAA TAgAAt AAAAATA
17
rrAACTAGCAArrCGGG TAAAAA TATCAAGTACAG
18
GTGTGCTArrATAAGTCA TAtAAg TCGTOAG
18
Hg. 34. Secuencia de nucicétidos de las reciones que incluyen los promotores P..~, P,~, PL, PZyP2t Las
regiones -35 y -10 de los promotores aparecen indicadas con negrilla. Las secuencias que pueden estar
implicadas en la fuerza de los promotores aparecen sombreadas. Los sitios de iniciación de la transcripción
aparecen subrayados. Los datos mostrados han sido obtenidos en este trabajo o recogidos de López de Felipe
y cols. (1994).
Cfl7P ES EL UNICO GEN ESENCIAL PARA EL TRANSPORTE DE CITRATO EN
Lactococcus lactis biovar diacetylact¡s.
La utilización de citrato por Lactococcus ladis biovar d¡acetylact¡s tiene una gran
importancia en las fermentaciones de productos lácteos ya que la convérsión de este
metabolito da lugar, entre otros, al compuesto aromático diacetílo. La producción del
compuesto diacetilo es esencial en la producción del aroma y sabor de determinados productos
lácteos. Asimismo, durante el metabolismo del citrato se produce CO2 lo que produce una
textura característica en los productos fermentados. La primera etapa en el metabolismo del
citrato es el transporte de dicho metabolito al citoplasma de la célula. Como se ha dicho en
el primer apanado de este capítulo la capacidad de transportar citrato en L. lactis Novar
diaceíylacdx está asociada a la citrato permeasa P codificada por el gen cliP presente en un
Discusión 95
plasmido Cit~ (Kempler y Mckay, 1979, David y cols., 1990, Sesma y cols., 1990). No
obstante se desconocía si se requerían otros productos génicos codificados por el plásnúdo
Cit~ para el transpone de citrato en L. lactis.
Para despejar esta incógnita, durante el desarrollo de este trabajo experimental se
construyeron diferentes plásmidos derivados de pCIT264 (ver apanado 1 del capítulo de
Resultados). Estos derivados se construyeron subclonando diferentes regiones de pCIT264 en
el plásmido de amplio rango de huésped pLSl. Una vez construidos se midió el transporte
de citrato en las estirpes de L. ladis que portaban estos derivados. Uno de estos plásmidos,
pFL4, que contiene la región que precede al gen cliP en pCIT264 pero no la que está situada
“downstream” de dicho gen (Fig. 14), fué capaz de conferir la capacidad de transportar
citrato a L. ladis (Fig. 6). Este dato demostró que la zona delecionada no era nacesaria para
el transporte de citrato en su huésped original. Asimismo, se examinó el requerimiento de las
zonas precedentes al gen cliP en el transporte de citrato mediante la construcción de los
plásmidos pFL3 y pFL6 (Fig. 4). El plásmido pFL3, además del gen cliP porta un fragmento
de DNA cromosómico de 5. pneumoniae. Este fragmento de DNA que contiene el promotor
transcripeional del gen polA, sustituye a la región de pCIT264 que incluye los promotores Pl
y P2 y los genes ciíQ y clíR en el plásmido pFL4. La estirpe de L. ladis MG1363 (Citr) por
introducción del plásmido pFL3 adquirió la capacidad para incorporar citrato al citoplasma
celular (Fig. 6). Este resultado demuestra que tanto ciíQ como clíR no están directamente
implicados en el transporte de citrato.
La necesidad de las zonas que preceden a cliP en pCIT264 para su transcripción, se
puso de manifiesto al no detectar transporte de citrato en celulas de L. ladis MG1363
conteniendo el plásmido pFL6 (Fig. 6). Dicho plásmido fué obtenido a partir del plásmido
pFL3 por eliminación, mediante delección, del promotor estreptocócico ~ que dirigía la
transcripción de ciíP en el plasmido parental (Fig. 5). Por otra parte, no se observó efecto
alguno sobre el transporte de citrato generado por la estirpe de L. ladis MG1363 portadora
del plásmido pFL3, al suplementaría con el plásmida pSi, el cual contiene ORFí donado
en el vector de bacterias gram+ pIL253 (ver detalles de su construcción en el apartado 11
del capítulo de Resultados). Este resultado indica que el producto de ORFí no está implicado
en el transporte de citrato.
Así, podemos deducir de nuestros resultados que el requerimiento del plásmido Cit~
para el transporte de citrato en L. lactis es exclusivamente debido a la citrato permeasa P
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producto del gen cliP. Asimismo, hemos demostrado que el requerimiento de la region que
precede a cliP en dicho proceso es debido a la necesidad de secuencias promotoras que
permitan la expresión de dicho gen. En consecuencia, nuestros resultados explican la
imposibilidad de utilizar citrato en estirpes de L. kzctis portadoras de un derivado del
plásmido Cit~ obtenido al deleccionar el fragmento EcoRV-BglII que precede al gen cliP en
el plásmido parental (Jahns y cols., 1991), ya que dicho fragmento contiene los promotores
transcripcionales del operón ciiQRP.
REGULACION POST-TRANSCRIPCIONAL DEL OPERÓN CJTQRP
La construcción de derivados deleccionados de pCIT264 ha permitido niostrar que el
producto del gen clíR no es esencial para que L. ladtis transporte citrato a su citoplasma. No
obstante, debido a que clíR forma parte del mismo operón que cliP era lógico suponer que
el producto del gen ciíR estuviera implicado en la regulación de la expresión de cliP.
Para comprobar dicha hipótesis se ha examinado el efecto del gen cliR y de su
producto CitR sobre la expresión del gen cliP, para lo cual se contruyó el plásmido pFLl2
(Fig. 18). Este plásmido contiene una fusión cliP-cas bajo el control de Pl y P2. El efecto
de clíR sobre esta fusión, y por extrapolación sobre cliP, se examinó suplementando cliR bien
en cis o bien en irans respecto a cliP. El análisis de la regulación de cliR en irans sobre cliP
fué posible al introducir el plásmido pFI2O en la estirpe de L. ladtis MG1363/pFL12. El
plásmido pFI2O produce una sobreexpresión de CitR en la célula, ya que el gen codificante
está donado bajo el control del promotor estreptocócico P,,<,,~ (Fig. 19).
La presencia del plásmido pFI2O no afectó ni al número de copias de pFL12 (7±1)
ni a la síntesis del mRNA específico cliP-caí (Fig. 20). Sin embargo, la sobreexpresión de
CItR producida por pFI2O provocó un descenso de cuatro veces en la actividad CAT
codificada por pFLl2 (Fig. 20). Puesto que los niveles del mRNA especifico cliP-caí
permanecían inalterables, independientemente de la presencia o no del producto del gen clíR,
estos resultados revelan que CitR ejerce un efecto inhibitorio en irans sobre la traducción de
cliP y que la diana de CitR tiene que estar localizada en el mRNA del operón ciiQRP. Para
intentar delimitar por exclusión la posición de dicha diana, se generó el plásmidó pFLl4 (Fig.
21) a partir de pFL2. En pFLl4, las señales transcripcionales naturales (Pl y P2) que
controlan la transcripción de la fusión cliP-caí fueron sustituidas por el promotor ~¡,MA~ se
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eliminó el gen ciíQ y se sustituyó el sitio de unión a los ribosomas del gen clíR por el SD del
gen 4il0 del bacteriófago T7.
No se observó efecto alguno sobre la actividad CAT codificada por pFLl4 cuando la estirpe
de L. ladis portadora de este plásmido se suplementó con CitR (pFI2O) (Tabla IV). Así,
nuestros resultados muestran que la diana de CitR no se encuentra en el mRNA codificado
por el plásmido pFL14, pero si en aquel codificado por pFLl2. Por tanto, podemos deducir
que dicha diana no esta incluida en las regiones codificantes para CitR y CitP.
Para analizar la posible regulación ejercida por clíR en cts sobre cliP, se construyeron
los plásmidos pFLl3 y pFLlS (Fig. 21) generados, respectivamente, a partir de pFL12 y
pFL14 por interrupción del gen clíR. La interrupción de clíR provocó que pFLl3 Y pFL15
generasen unas actividades CAT dos veces inferiores a las codificadas por sus plásmidos
parentales respectivos (Tabla IV), sin afectar a la síntesis del mRNA específico cliP-caí
(resultados no mostrados). Por lo tanto, hemos observado un efecto de la traducción de clíR
en cis sobre la síntesis de CitP con independencia del promotor transcripcional utilizado (Pl
o P~). Estos resultados indican, que CitP puede sintetizarse sin que se traduzca ciiR. Sin
embargo, parece existir un acoplamiento parcial de la traducción de cliR y cliP, que provoca
un aumento en la síntesis de Cid’. Las distancias existentes desde el codon de terminación de
la traducción de clíR (TAA), y al sitio de unión a los ribosomas (AuAAAuGGAGaGA) o al
codon de iniciación de la traducción (ATG) del gen cliP son de 7 y 25 nucleotidos
respectivamente. Ambos valores son inferiores a 35 nucleotidos, que es aproximadamente la
distancia cubierta por los ribosomas durante la traducción (Schurr y cols., 1993). Por tanto,
es factible que los ribosomas que terminan la traducción de clíR puedan unirse al SD de cliP
con mayor eficiencia que los ribosomas libres, o bien que obvien el sitio de unión a los
ribosomas y reconozcan el primer codon ATG de cliP iniciando la traducción de dicho gen.
Ambas posibilidades provocarían la misma respuesta, que consiste en el incremento de la
síntesis de cliP.
Asimismo, la presencia de pFI2O no afectó significativamente a la actividad CAT
generada por pFL13 (que no expresa CitR (Tabla IV), confirmando que la represión ejercida
por CitR en irans requiere un acoplamiento de la traducción entre clíR y cliP.
La regulación post-transcripcional de la expresión del gen cliP parece implicar a otros
factores además de CitR. Durante el transcurso de este trabajo, en los diferentes experimentos
de Northern blot, realizados para detectar los transcritos específicos de cliP en la estirpe de
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L. laciA biovar diacetylactis, se observaron cantidades variables de mRNAl y mRNA2
(Figs. 7,13 y 14), sugiriendo que la especie molecular mRNAl podría ser procesada por las
ribonucleasas lactocócicas. Apoyando esta hipótesis el análisis de la secuencia con el
programa FoId reveló la existencia de una estructura secundaria compleja putativa que podría
constituir una diana para el ataque endonucleolítico por ribonucleasas bacterianas (Fig. 15).
Esta hipótesis fueanalizada mediante aislamiento de los RNAs procedentes de cultivos
de L. lactis Novar d¡acetylact¡s CRL264 /pCIT264, pretratados durante diferentes tiempos
con Rf, inhibidor especifico de las RNA polimerasas bacterianas. A continuación, se analizó
el destino de los mRNAs específicos de ch? mediante Northem blot utilizando dos sondas
(ver apanado 6 del capitulo de Resultados). El mRNAL fué detectado con ambas sondas, pero
posteriormente y dependiendo de la sonda utilizada se detectaron diferentes especies
moleculares de mRNA específicas de cliP. Los resultados obtenidos muestran que el mRNAl
es probablemente convertido en un fragmento de 1000 nt y un fragmento de 1900 nt,
correspondientes respectivamente a las regiones 5’ y Y del mRNA1 (Fig. 16). El transcito
de menor tamaño probablemente no es traducido, ya que la inspección de la secuencia de la
región que comprende no revela ningún cuadro de lectura abierto significativo.
Después de la acumulación del transcrito de mayor tamaño se detectó su posterior
conversión en un transcrito de 1500 nt (Fig. 16). El tamaño de esta especie molecular
coincidiría con la longitud del gen cliP, sugiriendo que después del procesamiento inicial del
mRNA1 en dos fragmentos, la región 5~ del fragmento de mayor tamaño estaría sujeto a un
ataque endonucleolítico.
La longitud de las dos especies de RNA (1000 Y 1900 nt), generadas a partir del
mRNAl sugieren, que el procesamiento de este RNA tiene lugar en la estructura secundaria
compleja. La estructura propuesta (Fig. 15) pertenece al tipo de estructura que constituye la
diana característica para el ataque endonucleolítico en otros sistemas bacterianos (Gamper y
cols., 1992; Lesage y cols., 1992; Liu y cols., 1992). La estructura secundaria y el
procesamiento específico del transcrito del operón citQRP podrían estar implicados en el
control post-transcripcional de la expresión de cliR. Varios datos parecen sugerirlo. El codon
de iniciación de la traducción de ciii? está localizado en el extremo 3 - de la estructura
secundaria y el sitio putativo de unión a los ribosomas de cÚR (AGAAG), que es
complemetario al extremo Y de L. lacdx 165-rRNA (Ludwig y cols., 1985), está
parcialmente bloqueado en los dos tallos de la estructura. La formación de la estructura
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secundaria en el mRNA intacto podría interferir con la traducción de ciii?, ya que este tipo
de estructuras parecen influir en la eficiencia de la iniciación de la traducción en L. lactis
(van de Gutche y cols., 1992). También, es previsible que exista una competición entre los
ribosomas que están traduciendo el gen ciíQ (incluidoen dicha estructura) y las ribonucleasas
que procesan el mRNA 1 tal y como ocurre en el operón lac de E. coli (Yarchuk y cols.,
1992). La unión de los ribosomas libres al SD de ciíQ en el mRNA1 intacto, posibilitaría la
traducción de este polipeptido evitando la formación de la estructura secundaria y
consiguientemente el procesamiento de dicho transcrito (Fig. 34). Este suceso favorecería la
expresión del gen cliR por traducción acoplada de los ribosomas que acaban de traducir ciiQ,
o por un mecanismo de cambio de cuadro de lectura. Estos mecanismos de regulación
traduccional son funcionales en otros sistemas bacterianos como por ejemplo es el caso del
gen ermC de Staphylococcus aureus ~Mayford y Weisblum, 1989) y el operón de E. cok
codificando el factor de iniciación traduccional 1F3 y la proteínas ribosomales (L35 y L20)
(Lesage y cols., 1992).
El análisis e interpretación de los resultados discutidos en este apartado nos ha llevado
a postular el siguiente mecanismo de regulación de la expresión del operón ciíQRP (Fig. 34).
El operón ciíQRP se transcribiría en un mRNA (mRNAl) que podría tener dos destinos: 1)
procesamiento (panel izquierdo) y 2) estabilización por traducción de citQ (panel derecho).
1) El procesamiento del mRNAL, presumiblemente debido a la acción de
ribonucleasas, generaria una especie de RNA de 1000 NT, que sería posteriormente
degradada y una especie de 1900 nt, que podría ser utilizada por los ribosomas para sintetizar
la citrato permeasa P. La síntesis de la permeasa sería posible por la unión de los ribosomas
al SD de cliP, no existiendo en este caso traducción acoplada de ciii? y cliP.
2) La utilización del SD del gen ciíQ por los ribosomas lactocócicos (en el apartado
1 de la discusión se ha indicado que debería ser un SD potente), impediría la formación de
la estructura secundada y como consecuencia el procesamiento del mRNA1. Posteriormente
tendría lugar la traducción de clíR, que podría estar o no acoplada a la de ciiQ. Cuando los
ribosomas acabaran de sintetizar CitR serían reutilizados en la traducción de cliP y el
polipéptido CitR, sintetizado a partir de esta u otra molécula de mRNA (hemos demostrado
que CitR actua en irons), interaccionaría con el mRNAI inhibiendo la síntesis de Cid’, que
está acoplada a la traducción de ciii?.
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En el desarrollo de este trabajo no hemos identificado la diana de CitR, sin embargo,
hemos mostrado que este polipéptido no altera la síntesis del mRNA 1. Por lo tanto los
promotores transcripcionales (Pl y P2) no constituyen la diana de CitR. Además, esta diana
no está localizada en las regiones codificantes para CitR y CitP. Así, es posible que la
regulaci6n post-transcripcional ejercida por CitR sea debida a la interacción del polipéptido
con la estructura secundaria compleja que incluye ciíQ y el codon de iniciación de la
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traducción de ciii?. La unión del represor a su diana estabilizaría dicha estructura y bloquearía
la traducción de ciii? (este es un mecanismo común de represores traduccionales, ver revisón
de McCarthy y Gualerzi, 1990) impidiendo la traducción acoplada de clíR y cliP y
provocando así un decrecimiento en la síntesis de Cid’.
EL CITRATO NO CONTROLA LA TRANSCRIPCION DEL GEN CJTP, NI
ESTIMULA EL TRANSPORTE DE CITRATO
La regulación post-transcripcional de la expresión del operón ciiQRP descrita en el
apartado anterior parece estar encaminada a controlar muy estrictamente los niveles de citrato
permeasa P en L. ladis biovar diacetylactis. A la vista de estos resultados surgía una
pregunta obvia. ¿Cual es el efector de dicha regulación?. Un posible candidato para esta
función era el citrato, sustrato de Cid’.
El efecto que la concentración de citrato tiene sobre el transporte de este metabolito
al citoplasma de L. kzctis ha sido investigado en varias ocasiones. Starrenburg y Hugenholtz
(1991) observaron que la presencia de citrato en el medio provocaba un ligero estimulo del
crecimiento de L. ladis estableciendo los productos que se formaban a partir del citrato
añadido.
Estos antecedentes sugerían que el efector de la regulación de la expresión del operón
ciiQRP podria ser la presencia de citrato en el medio de cultivo.
En este trabajo hemos investigado esta posiblidad mediante análisis de la influencia
del citrato en la transcripción del operón ciiQRP y en la capacidad para transportar citrato.
La estirpe L. lactis biovar diacetylactis CRL264 que contiene el plásmido pCIT264 (Cit~),
fué crecida en presencia y en ausencia de citrato y se comparó la síntesis de los mRNAs
específicos de cliP y los niveles de transpone de citrato. Las cantidades relativas de los
mRNAs específicos de cliP fueron esencialmente las mismas, independientemente de queel
cultivo fuera o no suplementado con citrato (Fig. 28). Los resultados obtenidos para
comprobar la influencia del citrato sobre la transcripción de cliP fueron apoyados por los
resultados de transporte de citrato obtenidos con L. ladis biovar diacetylactis CRL264. Esta
estirpe acumuló esepcialmente la misma cantidad de [‘4C]independientemente de que el medio
estuviera o no suplementado con citrato. Estos resultados demuestran que la presencia de
citrato en el medio no regula ni la transcripción del gen cliP, ni el transporte de citrato en
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la estirpe CRL2Ó4. Como consecuencia podemos deducir que la expresión de la citrato
permeasa P codificada por el plasmido pCIT264 no está afectada por la presencia de citrato
en el medio de cultivo. Nuestros resultados concuerdan con los obtenidos por Smith y cols.
(1992), ya que dichos autores comunicaron que la utilización de citrato por la estirpe C17 de
L. lactis biovar d¡acetylact¡s portadora del plásmido Cit~ pSL2 era independiente de la
presencia del metabolito en el medio de cultivo.
Sin embargo, como se ha comentado previamente en la introducción los plásmidos
Cit~ presentes en distintas estirpes de L. ladis biovar diacetylactis aunque son similares no
son idénticos. Por tanto no podemos descartar, que el plásmido ancestral Cit~ carente del
elemento de inserción si fuera inducible por citrato. Asimismo, es posible que alguno de los
plásmidos existentes en la actualidad sea inducible, como sugiere el incremento de utilización
de citrato en presencia de este compuesto, descrito por Harvey y Collins (1961).
EL pH DEL MEDIO DE CULTIVO INFLUYE EN LA SINTESIS DE LA CITRATO
PERMEASA P
Los resultados discutidos en el apartado previo mostraban que la presencia de citrato
en el medio de cultivo no era el efector de la regulación de la expresión del operón ciiQRP.
Con el objeto de identificar el efector de esta regulación tomamos en consideración los
conocimiento existentes respecto a la utilización de citrato en L. lactis.
La influencia del pH sobre el metabolismo del citrato comenzó a ser estudiada en 1936
cuando Long y Hamer describieron que la formación de acetoina por Streptococcus sólo se
produce cuando el PH del medio es mas bajo de 6. Puesto que el metabolismo del citrato es
necesario para la producción de acetoina, Harvey y Collins (1961) supusieron que el
transporte de citrato era también dependiente del pH. Estos autores observaron que el
transporte de citrato en Sireptococcus diacetylactis se incrementaba rapidamente cuando el
pI-I bajaba de 6 demostrando, asimismo, que la dependencia de pH, durante la utilización de
citrato, era determinada por la actividad de la citrato permeasa P. Posteriormente, se ha
comprobado que el rango óptimo para la actividad de la proteína transportadora de citrato de
L.lactis está entre valores de pH de 5,0 y 6,0 que coincide con el rango de pH óptimo para
la conversión del citrato (Starrenburg y Hugenholtz, 1991).
Estos antecedentes nos hicieron suponer que la alteracion del pH en los medios de los
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cultivos durante las fermentaciones lácticas podría ser el efector de la regulación de la
expresión del operón ciiQRP.
El efecto que ejerce el pH sobre la expresión de proteínas transportadoras ha sido
previamente observado y puede producirse de varias formas (ver revisión de Olson, 1993).
Una de las formas a través de las cuales el pH ejerce un control sobre la expresión génica es
la regulación transcripcional de ciertos genes tales como el gen que codifica para el
transponador de menaquinonas en 8. subillis (Hill y cols., 1990). También puede actuar
induciendo la síntesis de determinadas proteínas como por ejemplo la lysina permeasa de E.
cok (Steffes y cols., 1992).
Con el objeto de observar cual era el influencia del pH del medio de cultivo sobre la
expresión del gen cliP, en el transcurso de este trabajo se ha analizado dicha expresión a nivel
transcripeional y traduccional en cultivos de L. kzctls crecidos a ph 7,0 ó a pH 5,5 (ver
apartado 9 de resultados). La alteración del pH no afecto los niveles de mRNAI y mRNA2
codificados por L. lactis biovar diacetylactis CRL264 (Fig. 26), ni los niveles del transcrito
cliP-caí sintetizado por L. lactis MG1363/pFLl2 (datos no mostrados) (Fig. 26).
Sin embargo, la acidificación del medio de cultivo de pH 7,0 a pH 5,5 provocó que
la actividad CAT observada en los extractos obtenidos a partir de cultivos de L. ladis
MG1363/pFLL2 sufriera un incremento de tres veces (Fig. 27). Asimismo, la síntesis de
CAl a pH 5,5 fué parcialmente inhibida por la presencia de CitR (Fig. 27).
En consecuencia, cuando el pH del medio de cultivo se acidifica desde pH neutro hasta
pH 5,5 se produce una estimulación a nivel post-transcripcional de la expresión del gen cliP
que se traduce en un incremento en la síntesis de CitP y que esta aparentemente controlada
por los niveles de CitR en la bacteria.
El incremento en la síntesis de la citrato permeasa de L. ladis a pH 5,5 cabría ser
esperado ya que la expresión de varias proteínas de membrana resulta afectada por el
tratamiento ácido (Olson, 1993). Este efecto no es sorprendente, ya que dichas proteínas están
expuestas al pH extracelular o implicadas en procesos asociados con el movimiento de
protones (Olson, 1993). El ajuste en el nivel de estas proteínas es probablemente requerido
para amplificar ó compensar los cambios en las actividades provocados por los cambios de
pH. De esta manera, es factible que a pH 7,0 L. lactis sintetice CitP e inserte dicha proteína
en su membrana, la acidificación paulatina del medio de cultivo durante las fermentaciones
lácticas, conllevaría a un incremento progresivo de la capacidad para incorporar citrato y
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alrededor de pH 5,5, óptimo de actuación de CitP, se alcanzarían los mayores niveles de
transporte debido a la actividad de la proteína transportadora y al incremento de su síntesis.
En este punto, cabría preguntarse ¿cual es la significación biológica de esta
regulación?. ¿por qué la bacteria necesita controlar tan estrictamente los niveles de una
proteína de transporte?. El crecimiento de L. lactis en citrato como única fuente de carbono
ha sido comunicado una sola vez (Starrenburg y Hugenholtz, 1991). Dicho crecimiento se
produce en condiciones muy críticas observandose en quimiostatos a valores de pH entre 5,5
y 6,0. Este rango tan estrecho es presumiblemente debido a que a valores de pH inferiores
a 5,5 ó superiores a 6,0 no tiene lugar el metabolismo de citrato (Hugenholtz, J., 1993). Por
lo tanto, parece que el pH sería el efector de la regulación a nivel post-transcripcional
ejercida por CitR sobre la síntesis de CitP y controlaría estrictamente el rango óptimo de
actividad de este polipéptido, con el fin de mantener los niveles intracelulares de citrato en
un rango que pueda ser metabolizado por la bacteria y que no resulte tóxico para ella.
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* Se ha secuenciado la región que precede al gen cliP en el plásmido pCIT264 de
Lactococcus ladis biovar diacetylactis y se han detectado tres OREs: ciiQ, ciii? y ORFí con
capacidad para codificar polipeptidos de 3876, 13087 y 33675 Da, respectivamente. Las tres
ORFs mencionadas preceden a cliP. Sin embargo, ciiQ y cliR se encuentra localizadas en la
misma hebra codificante que cliP, mientras que ORFí está localizada en la hebra
complementaria.
* Se ha establecido la existencia del operón ciiQRP en Loctococcus ladis biovar
d¡acetylactis mediante la identificación de dos transcritos (mRNA1 y mRNA2) específicos
de cliP. Dichos transcritos poseen una longitud de 2914 y 1924 nucleótidos e incluyen los tres
genes que constituyen el operón cii Qi?P.
* Se han caracterizado los sitios de iniciación y el sitio común de terminación de los
transcritos del operón ciiQRP en L. ladis. Los extremos 5 - de los mRNA 1 y mRNA2
preceden, respectivamente, en 1048 y 32 nucleótidos a ciiQ. El extremo Y de ambos
transcritos está localizado detras de cliP y dentro de una estructura secundaria característica
de los terminadores del tipo p-independiente de organismos procariotas. Asimismo se han
identificado los promotores transcripcionales putativos Pl y P2 de los transcritos mRNAl y
mRNA2.
* Se ha detectado el procesamiento in vivo de la especie molecular mRNA1 que genera dos
especies moleculares de 1000 y 1900 nucleótidos. Se ha postulado que el sitio de
procesamiento estaría localizado en una estructura secundaria compleja y sería catalizado por
una o mas ribonucleasas de L. mcdx.
* CitR, el producto del gen clíR, suplementado en irans, provoca un efecto inhibitorio a nivel
post-transcripcional sobre la expresión de CitP. Por lo tanto, CitR parece ser un regulador
negativo de la expresión de CitP.
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* La presencia de ciii? precediendo a cii? en la misma molécula de DNA provoca un
incremento en la síntesis de la citrato permeasa P y como consecuencia la traducción de CitR
y CitP parecen estar acopladas.
* La acidificación del medio de cultivo de pH neutro a pH 5,5 no afecta a la transcripción
del operón ciiQJ?P en L. lactis. Sin embargo, esta variación de pH estimula la síntesis de la
citrato permeasa P.
* La presencia de citrato en el medio de cultivo no afecta a la expresión de la citrato
permeasa ni al transporte de este metabolito en L. lactis.
* Se ha demostrado que el gen cliP del plásmido pCIT264 es el único gen requerido para el
transporte de citrato en Lactococcus kzctis biovar diacetylact¡s. Consiguientemente, la citrato
permeasa P es la única proteína requerida para la incorporación de este metabolito en este
sistema bacteriano.
* Se ha determinado que el gen cliP se transcribe en E. coli en un mRNA2’ de 983
nucleótidos. Se han caracterizado los sitios de iniciación y terminación del mRNA2 -. El sitio
de terminación está localizado en el terminador putativo p-independiente situado detrás de
cliP. El sitio de iniciación ha sido localizado a 125 nucleótidos delante de ciíQ. Este sitio está
precedido por un promotor P2’, que es probablemente reconocido por el factor ~7ode la RNA
polimerasa de E. cok.
* La región de pCIT264 de 1 kb, que contiene ORFí y el promotor P2 -, está flanqueada por
dos secuencias de 17 nucleótidos idénticas y de polaridad invertida. Se ha postulado que esta
región constituye una secuencia de inserción y que su introducción en un plásmido parental
Cit~, ha generado los promotores transcripcionales del operón ciiQRP (P2) y de ORFí (P3)
presentes en pCIT264.
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